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Résumé

Les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa sont des bactéries a Gram-négatif qui
peuvent provoquer des infections opportunistes. Les entérobactéries se trouvent habituellement
dans le tube digestif, mais elles peuvent causer des infections comme les infections urinaires et
les bactériémies. De méme Pseudomonas aeruginosa est un pathogene fréquemment impliqué
dans les infections nosocomiales. Connue pour sa résistance aux antibiotiques et sa capacité a
former des biofilms, cette bactérie représente un défi majeur dans le traitement des infections
hospitaliéres.

Notre étude a eu pour objectif d’évaluer le profil de la résistance aux carbapénémes
(Ertapéneme et Imipénéme) et de détecter la présence des souches productrices de BLSE (béta-
lactamase a spectre élargi) de souches d’entérobactéries (143 souches d’Escherichia coli ,48
souches de Klebsiella pneumoniae ,13 souches d’Enterobacter cloacae et 4 souches de Serratia
marescens) et un total de 36 de Pseudomonas aeruginosa. Ces souches ont été isolées de
différents prélévements pathologiques humains (urines, pus, coprologie, prélévements
vaginaux) de I’hopital CHU « Nedir Mohamed » de Tizi-Ouzou.

La répartition des 244 isolats, montre une prédominance des entérobactéries dans
les prélevements urinaires, dont le service le plus touché est celui d’urgence pédiatrique. De
plus, les infections ont atteint essentiellement le sexe féminin. En revanche, une prévalence
significativement plus élevée de Pseudomonas aeruginosa a été observée dans les prélevement
de pus, notamment ceux issues des services de chirurgie chez les hommes.

L’Imipéneme et I’Ertapénéme présentent une efficacité généralement avec des niveaux de
sensibilité plus élevés par rapport a la résistance pour la majorité des bactéries testées
notamment E. cloacae et S. marescens. Cependant, K. pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa
affichent une résistance significative a I’imipénéme (5,76%), malgré une sensibilité encore
observable. Par contre, aucune souche productrice de BLSE (béta lactamases a spectre étendu)
n’a pu étre détectée durant la courte période de notre stage.

L’apparition des résistances est probablement due a la consommation abusive d’antibiotiques.
Il est donc nécessaire de promouvoir une utilisation appropriée des antibiotiques, de mener une
surveillance continue des profils de résistance notamment pour ces molécules de dernier recours
et de développer des nouvelles options thérapeutiques et d’adopter des régles d’hygiénes
strictes.

Mots clés : Entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa ,résistance , Ertapéneme , Imipéneme ,
BLSE.



Abstract

Enterobacteria and Pseudomonas aeruginosa are Gram-negative bacteria that can cause
opportunistic infections. Enterobacteria are typically found in the digestive tract, but they can
cause infections such as urinary tract infections and bacteremia. Similarly, Pseudomonas
aeruginosa is a pathogen frequently involved in nosocomial infections. Known for its antibiotic
resistance and its ability to form biofilms, this bacterium represents a major challenge in the
treatment of hospital-acquired infections.

Our study aimed to evaluate the resistance profile to carbapenems (ertapenem and imipenem)
and to detect the presence of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producing strains
among enterobacteria (143 Escherichia coli strains, 48 Klebsiella pneumoniae strains, 13
Enterobacter cloacae strains, and 4 Serratia marcescens strains) and a total of 36 Pseudomonas
aeruginosa strains. These strains were isolated from various human pathological samples
(urine, pus, stool, vaginal swabs) at the "Nedir Mohamed" CHU hospital in Tizi-Ouzou.

The distribution of the 244 isolates shows a predominance of enterobacteria in urine samples,
with the most affected department being pediatric emergency. Furthermore, the infections
predominantly affected the female sex. In contrast, a significantly higher prevalence of
Pseudomonas aeruginosa was observed in pus samples, particularly those from surgical
services in men.

Imipenem and ertapenem generally show effectiveness, with higher levels of sensitivity
compared to resistance for most of the bacteria tested, particularly E. cloacae and S. marcescens.
However, K. pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa display significant resistance to
imipenem (5.76%), despite some observable sensitivity. On the other hand, no ESBL-producing
strain was detected during the short period of our study.

The emergence of resistance is likely due to the overuse of antibiotics. Therefore, it is necessary
to promote appropriate use of antibiotics, conduct continuous monitoring of resistance profiles,
especially for these last-resort molecules, develop new therapeutic options, and adopt strict
hygiene practices.

Keywords: Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, resistance, Ertapenem, Imipenem,
ESBL.
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Introduction

Depuis la découverte et l'utilisation des antibiotiques, I'antibiothérapie a permis le
traitement d'un grand nombre d'infections bactériennes et d'améliorer I'espérance de vie
humaine. Ceci nous a laissé croire que le combat contre les infections bactériennes était gagné.
Malheureusement, avec I'utilisation abusive et parfois injustifiée de ces molécules, les bactéries
ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines sont devenues résistantes aux antibiotiques
par le développement de nombreux mécanismes que ce soit d’origine chromosomique ou
plasmidique (AIRES, 2011).

L’émergence de la résistance aux antibiotiques engendre de graves conséquences sanitaires et
¢conomiques. Elle est responsable d’une augmentation de la morbidité et de la mortalité, de la
durée d’hospitalisation et conduit a utiliser des médicaments plus onéreux et souvent plus
toxiques (OUEDRAOGO et al., 2017).

Les B-lactamines qui sont les antibiotiques les plus utilisés en médecine humaine sont classées
selon leurs structures chimiques dans 4 groupes distincts : les pénicillines ,les céphalosporines,
monobactame et les carbapénémes (Imipeneme , Ertapéneme). Les carbapénémes sont les béta-
lactamines les plus récemment développées et celles qui possédent le spectre d’activité le plus
large. Elles sont actives vis-a-vis de trés nombreuses espéces de bacilles @ Gram négatif dont
les entérobactéries (DORTET et al., 2013), qui sont parmi les souches les plus fréquemment
isolées et constituent une des familles bactériennes les plus importantes en pathologie humaine.
Celles-ci font partie de la flore digestive, mais elles sont souvent responsables d’infections
nosocomiales (TANI, 2014). Ce Sont des bactéries de plus en plus résistantes aux antibiotiques
et en particulier aux carbapénemes par la production des carbapénémases qui hydrolysent ces
antibiotiqgues (BARAN et AKSU, 2016). Pseudomonas aeruginosa est impliqué dans des
infection opportunistes responsables dans des condition favorables ,d’infection graves
communautaires et surtout nosocomiales (BOUSQUET et MERENS, 2018). Ce pathogéne ce
caractérise par sa résistance intrinséque élevée a de nombreux antimicrobiens et sa capacité a
acquérir une résistance méme a des molécules a large spectre tels que les carbapénemes
(FELIPE et al. ,2019).

Les carbapénémases sont des enzymes considérées comme une menace pour la santé publique.
Elles conférent dans la grande majorité des cas a la bactérie une résistance a toutes les f3-
lactamines et particulierement aux carbapénémes, qui sont parmi les rares médicaments de
derniére ligne, disponibles pour la thérapie contre les infections graves, telles que les
bactériémies, causées par les souches multirésistantes, notamment celles exprimant des -
lactamases a spectre étendu (BLSE)(VAUX et al., 2011).

Dans cette perspective, le but de ce travail est d’analyser le profil de résistance des isolats
de bactéries a Gram négatif telles que Pseudomonas aeruginosa et d'entérobactéries
spécifiqguement (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae , Enterobacter cloacae et Serratia
marcescens) provenant du CHU Nedir Mohamed de Tizi Ouzou.

Pour atteindre cet objectif, nous avons suivi la démarche suivante :

- Isolement et identification des souches de Pseudomonas aeruginosa et d'entérobactéries a
partir de prélevements d'urines, de pus, de coprologie et vaginal, issus de différents services.

- Etude de I'antibiorésistance des isolats par rapport aux carbapénémes (Ertapénéme et
Imipénéme ) et la détection de souches produisant des BLSE.
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Chapitre 1 Caracteres de certaines bactéries d’importance clinique

Les entérobactéries
1. Généralités

En 1937, Otto RAHN proposa pour la premiére fois un groupe qu’il dénomma
Enterobacteriaceae dans lequel il rassembla les genres bactériens tel que (Escherichia,
Salmonella, Klebsiella, Shigella) qui présentent des propriétés morphologiques et biochimiques
communes dans un genre unique : Enterobacter (JOLY & REYNAUD, 2004)

Le nom "entérobactérie" fait référence a la localisation d’une famille de microorganismes
dans le tube digestif et principalement dans le cdlon de I’Homme et des animaux. Ces
microorganismes sont tres hétérogénes pour ce qui est de leur pathogénicité et de leur écologie.
Les especes qui composent la famille des entérobactéries sont en effet soit parasites (Shigella,
Yersinia pestis),soit commensales (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae)
soit saprophytes (Serratia marescens, Enterobacter cloacae) (GADOU, 2019).

Leur abondance dans I’intestin, leur mobilité, leur rapidité de multiplication et leur
fréquente résistance aux antibiotiques expliquent le fait qu’elles soient les bactéries les plus
impliquées en pathologie infectieuse humaine surtout en milieu hospitalier. Leur distribution

dans la nature est néanmoins plus large, puisqu’on les retrouve notamment chez les végétaux et
dans I’environnement (sol et eau) (KHAYAR, 2011).

2. Caracteres généraux

La famille des Entérobacteéries se définit par les caracteres suivants :

X/
X4

L)

Ce sont des bacilles a Gram négatif

Mobiles par une ciliature péritriche ou immobiles

Aéro ou anaérobies facultatifs

Fermentent le glucose avec ou sans production de gaz

Réduisent les nitrates en nitrites

Possédant une catalase

Ne possedent pas d’oxydase

Ne formant pas de spores

Possedent un antigene commun appelé antigene de Kunin ou ECA (enterobacterial
common antigen) (DELARRAS,2014).

X/
°

X/
X4

L)

X/ X/ X/ X/ X/ X/
L X X R X S X R X 54

3. Taxonomie

Les entérobactéries appartiennent au regne des Bacteria, a I'embranchement des
Proteobacteria, a la classe des Gammaproteobacteria a I'ordre des Enterobacteriales et a
la famille des Enterobacteriaceae. Actuellement plus de 40 genres et plus de 1700
especes différentes sont décrits au sein de cette famille. Leur classification est basée sur
I'étude de leurs caracteres phénotypiques (fermentation de différents sucres, production
ou non de sulfures, présence ou absence de certains enzymes du métabolisme), et/ou
génotypiques (ribotypage, hybridation ADN/ADN) (DENIS et al., 2007).



Chapitre 1

Tableau I :Classification des espéces d’entérobactéries les plus fréquentes en clinique humaine

Caracteres de certaines bactéries d’importance clinique

(LARPENT,2000).
Groupe Famille Genre Espéce
GROUPE I Edwardsiella Edwardsiella
Salmonella typhi
Salmonnelleae Salmonella S. paratyphi
S. enteritidis
GROUPE Il | Escherichia Escherichia Escherichia coli
Shigella Shigella dysenteriae
Shigella flexneri
Shigella boydii
Shigella sonnei
Levineae Levineae
GROUPE Il Klebsiella Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxymore
Klebsielleae Enterobacter Enterobacter aerogen
Enterobacter cloaceae
Serratia Serratia marcescens
Erwinia
GROUPE IV | Proteae Proteus Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Proteus rettgerii
Providencia
GROUPE V | Yersinieae Yersinia Y. enterolitica

Y. pseudotuberculosis
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4. Caracteres bactériologiques
» Caractéres morphologiques

Les entérobactéries ont une famille de bactéries Gram négatives se caractérise par leur
forme batonnet (bacillaire) avec des dimensions généralement comprises entre 1 et 5Spm.
Geénéralement polymorphes, de nombreuses espéces sont mobiles grace a une flagelle
péritriche, d’autres sont immobiles (Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis). La présence d’une
capsule visible au microscope est habituelle chez Klebsiella. La plupart des espéces pathogenes
pour ’homme possédent des fimbriae ou pili qui sont des facteurs d’adhésion, elles ne
produisent pas de spores (PATRICK et al.,2021 ;WINN WASHINGTON et al.,2020).

Figure 1 : (A) observation de la morphologie microscopiques des entérobactéries (X1000).

(b) observation microscopiques des entérobactéries mobile par flagelle péritriche (X1000)
(Anonyme ,2014).

» Caractéres culturaux

Elles ont la capacité de pousser facilement sur des milieux ordinaires (gélose ou bouillon
nutritif) en 18 a 24 h. La température optimale de croissance est de 37°C mais la culture est
possible entre 20° et 40°C en aérobiose ou en anaérobiose. Leur pousse se réveéle par un trouble
uniforme du bouillon et par ’apparition de colonies d’un diamétre supérieur a 1 mm sur milieu
gélosé.

Ainsi on distingue trois types de colonies :

-Les formes S (smooth) sont 1’aspect habituel. Les colonies sont lisses, bombées, brillantes et
humides, elles sont entre 2 & 4mm de diamétre.

-Les formes R (rough) s’observent surtout avec les souches ayant subi plusieurs repiquages.
Les colonies sont rugueuses, séches, a contours irréguliers et de teinte mate.

-En bouillon, les formes R donnent un aspect grumeleux.
-Colonies M (muqueuses) : grosses colonies * confluentes (Klebsiella spp).

Envahissement de la gélose : formation d’un tapis uniforme (Proteus) (TIDRARINE, 2019).
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» Caracteres biochimiques

L’identification des entérobactéries nécessite 1’utilisation des tests biochimiques, parmi
les tests les plus utilisés : le type de fermentation, I'utilisation du lactose et du citrate et la
production d’indole a partir du tryptophane.

Les caracteres biochimiques communs sont :

-Oxydase négative.

-Catalase positive sauf Shigella dysenteriae sérovar 1.

-Aéroanaérobies facultatives.

-Réduction des nitrates en nitrites.

-Fermentation du glucose avec ou sans production du gaz (PRESCOTT et al., 2018).
» Caractéres antigéniques

L’identification des Enterobacteriaceae se fait par 1’étude des caractéres biochimiques.
La détermination du sérotype ne peut étre entreprise que pour des souches dont I’identification
est certaine. Toute autre fagon de faire peut qu’entrainer des erreurs du fait d’agglutinats
croisées non spécifiques.

- Les antigenes O

Ce sont des antigénes de paroi constitués de lipopolysaccharides (LPS) qui sont thermostables
et résistent a I’alcool ou 1’acide.

Les réactions d’agglutination se produisent lentement et sont constituées d’agglutinats
granulaires, difficilement dissociables par agitation.

-Les antigénes H

Ce sont des antigenes flagellaires qui ne sont donc présents que chez les souches mobiles.
Constitués d’une protéine, la flagelline, ils sont thermolabiles et inactivés par 1’alcool. Les
réactions d’agglutination se produisent rapidement et sont constituées d’agglutinats floconneux,
facilement dissociables par agitation.

-Les antigénes K

Ces antigénes capsulaires sont généralement constitués d’une couche externe
polysaccharidique. Parmi les antigénes K, se trouvent les antigénes L, A, B, d’E. coli et
I’antigéne Vi de certaines Salmonella ou Citrobacter. Ces antigénes peuvent rendre la souche
qui les posséde inagglutinable par les antiserums O. Les antigénes d’adhérence ou adhésines,
de nature protéique, en relation avec la présence de pili sont classés parmi les antigénes K (K88,
K99).

- L’antigéne de Kunin

Cet antigéne commun des Enterobacteriaceae n’est pratiquement retrouvé que dans cette
famille et a un intérét taxonomique (KANSAYE, 2020).
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5. Etude des Principales entérobactéries

5.1 Le genre Escherichia coli

E.coli est I’espéce type du genre Escherichia qui a été dénommé d’aprés le médecin
allemand THEODORE ESCHERICH (1857-1911), qui en 1885a identifié un commensal
commun du tractus gastro-intestinal isolé dans la matiere fécale des nouveau-nés et des
nourrissons precoces, cette espece bactérienne fut baptisée Bacillus ou Bacterium coli
commune, puis renommée, en 1919 sur proposition, et en 1958 officiellement, Escherichia coli
(YU etal., 2021).

E.coli est I’espéce bactérienne qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes pour des
travaux de physiologie et de génétique (JEAN et al., 2018).

5.1.1 Habitat

E. coli est une bactérie commune de la microflore commensale intestinale de ’homme et
de la plupart des animaux a sang chaud (mammiferes et oiseaux).

Elle colonise de maniére asymptomatique le tractus digestif de I’homme les premieres
heures qui suivent la naissance et constitue dés lors 1’espéce bactérienne dominante de la flore
anaérobie facultative du colon humain; sa niche écologique se trouve dans la couche
de mucus secrétée par 1’épithélium du colon ou elle assure, avec les autres composants de
la microflore, une barriere de protection de la muqueuse.

La concentration en E. coli par grammes de selles varie d’un individu & un autre de 107 &
10° unités formant des colonies (UFC). Elle est plus faible chez les autres mammiféres ;
sa présence dans I’eau est un indice de contamination fécale de I’eau (PANTEL, 2015).

5.1.2 Caracteres bactériologiques
» Caracteres culturaux et morphologiques

C’est un bacille a bouts arrondis, aéro-anaérobie facultatif, d'environ 2-3 um de long et
0,6 a 0,7 um de diametre, Gram négatif, non sporulé et souvent mobile par une ciliature
péritriche (HUFNAGEL et al.,2015 ; PANTEL, 2016). La culture d'E. coli est facile. Le pH et
la température optimaux sont respectivement de 7 et 37°C. Il se développe sur un certain
nombre de milieux ordinaires ou sélectifs, L'aspect des colonies varie selon le milieu nutritif
utilisé (OUBOUYAHIA et NASSIK, 2021).

» Caracteres biochimiques
E. coli posséde les caracteres biochimique suivants :

- Les caractéres négatifs : oxydase, gélatinase, H.S, Citrate de Simmons, VP, uréase, ADH,
TDA.

- Les caracteres positifs : catalase, nitro-réductase, glucose, lactose, mannitol, sorbitol, Gaz en
glucose, ONPG, indole, RM.

- ODC (+/-), LDC (+/-) (CLAVE,2015).
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5.1.3 Pouvoir pathogene

E. coli peuvent se transforme en bactéries pathogéne et provoquent plusieurs types
d’infections mais aussi des gastro-entérites graves et mortelles en cas du manque de traitement.
IIs existent deux types d’E. coli pathogeénes : soit d’origine extra-intestinales : urinaire,
abdominale, méningées neo-natal et septicémies ou soit d’origine intestinales (diarrhéiques) ou
Entérique : responsables de gastro-entérites infantiles ou des diarrhées des voyageurs (COHEN
etal., 2012).

Le groupe (Klebsiella— Enterobacter — Serratia)

Les bactéries du genre Klebsiella, Enterobacter et Serratia sont des bactéries a Gram
négatif, appartiennent a la flore intestinale normale et sont rarement pathogenes chez leurs hotes
habituels (LARRY et al., 2018).

5.2 Le genre Klebsiella

On distingue plusieurs especes mais Klebsiella pneumoniae est la plus fréquemment
retrouvée en clinique humaine.

Le nom Klebsiella provient du nom du bactériologiste KLEBS (1877) et I’espéce type
dénommee « pneumobacille » par FRIEDLANDER qui I’a décrite comme agent de pneumonies
mortelles pendant la période 1882- 1884 (BELBEL, 2014).

5.2.1 Habitat

Klebsiella pneumoniae peut survivre dans une multitude de niches écologiques, a la fois
libres et associées a I'néte (WYRES et al., 2020) . Dans I’environnement elle est fréquemment
trouvée: dans I’eau, les eaux usées, le sol et sur les surfaces végétales. Chez 1’étre humain
Klebsiella pneumoniae colonise les surfaces muqueuses y compris le nasopharynx et le tractus
gastro-intestinal (EL KHOURY, 2019). Elle est communément retrouvée aussi au niveau de la
peau et de la bouche. Plusieurs études montrent que le taux de portage de Klebsiella parmi les
patients hospitalisés était beaucoup plus élevé (19% nasopharynx, 42% au niveau des mains).
Les principaux réservoirs pathogénes de Klebsiella se trouvent au niveau du tractus gastro-
intestinal et au niveau des mains du personnel hospitalier (PAVAGEAU, 2017).

5.2.2 Caracteres bactériologiques
» Caractéres morphologiques et culturaux

Les bactéries appartenant a 1’espéce Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a Gram
négatif toujours immobiles, non sporulés, en forme de tige (SQUEGLIA et al., 2020). Elle
mesure de 2 um de long et 0,5 um de large. Généralement elles possedent une capsule ce qui
augmente sa virulence et lui apporte une barriére de protection physique contre la réponse
immunitaire de I’hote et la dessiccation (VICTOIRE, 2019). Elle est une bactérie d’importance
clinique (D’APOLITO et al., 2020).Elle pousse sur milieux ordinaires. Son metabolisme
respiratoire est aérobie-anaérobie facultatif. Les colonies apparaissent rondes bombées,
d’aspect plus ou moins muqueux en 18 heures, a 37°C. Les colonies sont lactose + sur les
milieux utilisés pour les entérobactéries qui contiennent du lactose (CLAVE, 2013).

» Caracteres biochimiques
Klebsiella posséde les caracteres biochimiques suivants :
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Caracteéres négatifs : oxydase, H2S, ODC, ADH, TDA, Indole.

Caractéres positifs : catalase , gaz en glucose, sorbitol, citrate de Simmons, LDC, uréase,
ONPG, VP, nitrate réductase (CLAVE,2013).

5.2.3 Pouvoir pathogene

Certaines souches de Klebsiella pneumoniae agissent comme des pathogénes
opportunistes, infectant les patients gravement malades et immunodéprimés. Elles sont une
cause frequente d'infections associées aux soins de santé, notamment la pneumonie, les
infections des voies urinaires et les infections de la circulation sanguine (MARTIN et
BACHMAN, 2018).

5.3 Le genre Enterobacter
Ce germe comprend plusieurs espéces dont : Enterobacter cloaceae est I’espéce type.
Ce genre Il a été décrit pour la premiére fois en 1960 (DAVIN-REGLI et al., 2019).
5.3.1 Habitat

Les espéces d'Enterobacter colonisent souvent le tractus gastro-intestinal humain,
provoquant diverses infections opportunistes. Enterobacter cloacae et Enterobacter asburiae
sont les espéces d'Enterobacter les plus fréquemment isolées (VARAPRASAD et al., 2020).
De nombreuses épidémies ont été décrites, y compris des infections dues a des aliments
contaminés, des humidificateurs et du matériel de thérapie respiratoire et de l'eau
d'hydrothérapie dans une unité de brdlés (VILLEGAS, 2017).

5.3.2 Caracteres bactériologiques
» Caractéres morphologiques et culturaux

Enterobacter cloacae est un bacille a Gram négatif aéro-anaérobie facultatif non
sporulant qui mesure entre 0,6 a 1 um de diametre et 1,2 a 3 um de longueur, mobile grace a
des flagelles péritriches et est doté de pilus de classe 1. Sur gélose nutritive, Enterobacter
cloacae forme des colonies rondes avec un diamétre de 2 mm et légérement plates avec des
bords irréguliers (GADOU, 2019).

» Caractéres biochimiques
Enterobacter cloacae posséde les caracteres biochimique suivants :
Caracteres positifs : catalase ; nitratase ; glucose ; lactose ; ONPG ; citrate ; VP ; ODC ; ADH.
Caracteres négatifs : oxydase ; H2S ; indole ; LDC ; gelatinase (CLAVE,2011).
5.3.3 Pouvoir pathogéne

Enterobacter posséde un pouvoir pathogene et une virulence qui lui permet d’étre une
bactérie pathogéne opportuniste capable de causer des infections et des maladies divers chez
I’homme (DAVIN-REGLI, Lavigne et Pages, 2019), notamment une bactériémie, des
infections des voies respiratoires et urinaires, une endocardite, des infections intraabdominales
et oculaires, une arthrite septique. Il peut causer aussi des abcés cérébraux, une pneumonie ou
une meningite (MEZZATESTA et al., 2012).
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5.4 Le genre Serratia

Ce genre comporte dix especes dont Serratia marcescens est I’espece type et la plus
fréquemment isolée chez I’Homme.

5.4.1 Habitat

Serratia marcescens est une espece ubiquitaire qui se trouve dans la nature (eau, sol,
plantes, insectes, animaux), dans I’environnement hospitalier (sols, air, eau ou siphons des
éviers) et le matériel medical (MAHLEN,2011).

5.4.2 Caracteres bactériologiques
» Caractéres morphologiques et culturaux

Les especes du genres Serratia sont des bacilles a Gram négatif généralement mobiles,
aeroanaérobies facultatives . Elles donnent parfois des colonies blanches, rouges ou roses
apparaissent rondes bombées, lisses en 18 heures, a 37°C. Les colonies sont lactose sur les
milieux utilisés pour les entérobactéries qui contiennent du lactose (CLAVE, 2018).

» Caracteres biochimiques
Serratia marcescens possede les caractéres biochimiques suivants :

Caracteres positifs : catalase ; VP ; LDC; ODC ; citrate ; ONPG ; gaz en glucose ; nitrate
réductase.

Caractéres négatifs : oxydase ; uréase ; H.S (CLAVE, 2018).
5.4.3 Pouvoir pathogene

Serratia marcescens est une bactérie pathogéne opportuniste .Elle est impliquée dans les
infection urinaires, chez des patients sondé, opérées, explorés, dans les broncho-pneumopathies
(pneumopathies acquises sous ventilation mécanique), bactériémies, infections des voies
biliaires et les surinfection de plaies (CLAVE, 2018).
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Pseudomonas aeruginosa
1. Généralités

Pseudomonas aeruginosa, appelé également bacille pyocyanique, appartient a la famille
des Pseudomonadaceae .Cette espéce a été decrite pour la premiére fois dans un article
scientifique en 1882, par Carle Gessard, comme 1’agent responsable du pus de coloration bleue-
verte dans le cadre d’infections cutanées. Elle est capable de produire plusieurs pigments, la
pyocyanine (pigment bleu-vert spécifique de 1’espéce), la pyoverdine (pigment jaune-vert
fluorescent) (PACHORI et al., 2019).

C’est une bactérie pathogeéne opportuniste capable d’infecter un large spectre d’hote :
humains, souris, plantes, insectes, nématodes ou amibes. Chez I’homme, cette bactérie affecte
particulierement les personnes immunodéprimées, les grands brilés et les patients en soins
intensifs (ROSSIGNOL, 2007).

2. Taxonomie

La classification en genres et espéces a ’intérieur de la famille des Pseudomonadaceae a
longtemps reposé sur des caractéres phénotypiques simples d’orientation. La simplification de
cette classification a été réalisée par SATINER (1966) qui a etudié principalement
I’assimilation des substrats carbonés (auxanogramme) et par PALLERONI (1984) qui a classé
les espéces de Pseudomonas en cing groupes génomiques (DENIS et al., 2016).

La taxonomie de Pseudomonas aeruginosa est présentée dans le (Tableau 2).

Regne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae

Tableau 11: Taxonomie de Pseudomonas aeruginosa (DENIS et al., 2016).
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3 Habitat

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire de 1’environnement, pouvant se
développer chez ’homme, les animaux, les végétaux ainsi que dans divers environnements,
notamment aquatiques. L hdpital constitue ainsi une niche favorable a son développement ou
différents réservoirs ont été identifiés, tels que les réseaux d’eaux (ABDOUCHAKOUR et al.,
2015), les lavabos, matériels d’analyses mal nettoyés, solutions d’antiseptiques contaminées
etc. Ces réservoirs ont été identifiés comme pouvant €tre a 1’origine d’infections associées aux
soins (IAS).

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie versatile, possédant des propriétés d’adaptation
a de nombreuses conditions physico-chimiques, lui permettant de survivre ou de s’adapter dans
ces différents environnements (MAGALHAES et al., 2020).

4 Caracteres bactériologiques
» Caracteres morphologiques

Pseudomonas aeruginosa est un bacille fin sous forme de batonnet de 1 a 5 pm de
longueur et 0,5 a 1 um de largeur (CHAKER , 2012). C’est une bactérie a Gram-, non sporulée,
strictement aérobie (cytochrome oxydase), généralement non capsulée mais parfois entourée
d’une pseudo-capsule, elle est tres mobile grace a la présence de plusieurs flagelles polaires.
Elle est mésophile et capable de se développer dans des températures allant de +4°C a +45°C,
mais il faut bien savoir que sa température optimale de croissance se situe entre 30 et 37°C
(CLAVE , 2011).

» Caracteres culturaux

Pseudomonas aeruginosa cultive facilement sur milieux ordinaires en développant une
odeur de seringa. La température optimale de croissance est de 30 °C. Sur milieux solides, trois
types de colonies peuvent étre observés simultanément ou de maniére isolée :

Colonies larges de 2 a 3 mm de diametre, a bords irréguliers, rugueuses, avec une partie centrale
bombeée présentant des reflets métalliques ;

Colonies plus petites lisses bombées a bords reguliers ;

Colonies muqueuses, bombées, coalescentes, filantes, rencontrées chez les souches produisant
un slime composé d'un polymere exo polysaccharidique appelé alginate (DENIS et al.,2016).
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» Caracteres biochimiques

Pseudomonas aeruginosa possede une oxydase. Elle ne fermente pas les sucres , mais
elle peut en oxyder certaines avec acidification du milieu, et elle est capable d’utiliser de
nombreux substrats hydrocarbonés comme seul source de carbone et d’énergie (citrate de
Simmons , mannitol et xylose). En anaérobiose, utilise les nitrates comme accepteur final
d’électrons ( nitrate réductase positives ). Les autres caractéres biochimiques sont les suivants :
gélatinase positives , lactose négatif , ADH positive, indole négatif (FRENEY,2007).

Pseudomonas aeruginosa produit deux types de pigments (fluorescent ou non) qui
servent a son identification. lls peuvent étre mis en évidence dans les milieux King B et King
A

- La pyoverdine: pigment jaune-vert fluorescent, soluble dans 1’eau, insoluble dans
le chloroforme.

- La pyocyanine (phénazinique) : pigment bleu-vert non fluorescent soluble dans I'eau et
le chloroforme. Cette espece est la seule a les produire (DELARRAS, 2007).

> Caractéres antigéniques

Pseudomonas aeruginosa présente deux types d'antigenes, a savoir un antigéne somatique
O qui est un lipopolysaccharide associé a une protéine constituant la paroi cellulaire. Cet
antigene joue un role crucial dans la virulence de la bactérie ainsi que dans la réponse
immunitaire et un antigene flagellaire H protéique, thermolabile permettant un typage qui en
combinaison avec le typage O, permet de reconnaitre au moins 25 sérovars (CADY,2006 ;
CHAIBDRAA et al., 2008).

5 Pouvoir pathogene

Pathogene opportuniste, elle est responsable d’infections de localisations diverses chez
des patients ayant des défenses antibactériennes altérées. Pseudomonas aeruginosa est ainsi
responsable d’infections cutanées, oculaires, auriculaires, neuroméningées, de bactériémies
mais cette espece est principalement responsable d’infections respiratoires, (particuliérement
en réanimation ou chez les patients atteints de CF) et d’infections urinaires (IU) (Oliveira et
al.,2020).
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1. Définition des antibiotiques

Le terme d’antibiose est créé par VUILLEMIN (France) en 1889 pour décrire une
situation dans laquelle un micro-organisme en détruit un autre (PAOLOZZI et LIEBART,
2015).

Du grec anti « contre » et bios «la vie ». Les antibiotiques sont des substances
antibactériennes élaborées par des microorganismes, champignons et diverses bactéries. Elles
sont soit d’origine biologique, synthétique ou semi-synthétique, capables d’inhiber
sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries sans exercer habituellement d’effets
toxiques pour les organismes supérieurs (MUY LAERT et MAINIL, 2012).

L’étendue de l'activité antibactérienne d'un antibiotique définit son spectre. Plus un
antibiotique détruit des types de bactéries différentes, plus son spectre est large.

Les antibiotiques sont caractérisés par leur :

» Activité antibactérienne (spectre d’activité) ;

» Toxicité sélective (mode d’action) ;

» Activité en milieu organique (pharmacocinétique) ;

> Bonne absorption et diffusion dans I’organisme (MEHDI, 2008).

2. Classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques peut se faire selon :
2.1 Classification selon I’origine

Les antibiotiques ont 3 origines :

2.1.1 Antibiotiques naturels

Sont produits par des micro-organismes :

eChampignons: Pénicilline produite par Penicillium, Céphalosporine produite par
Cephalosporium.

e Bactéries : (ex : streptomycine produite par Streptomyces) (CHARDON et BRUGERE, 2014).
2.1.2 Antibiotiques synthétiques

Ce sont des produits obtenus entiérement par voie chimique (ex : les quinolones) (CHARDON
et BRUGERE, 2014).

2.1.3Antibiotiques semi-synthétiques

Ils sont obtenus en insérant un radical chimique dans une structure moléculaire naturelle (ex :
la méticilline) (CHARDON et BRUGERE, 2014).

2.2 Classification selon le mode d’action

La fonction antibactérienne signifie comment un antibiotique agit ou quel est son mode
d'action sur des cible spécifiques (figure 2) qui sont les processus ou les fonctions responsables
de la croissance bactérienne. Les mécanisme d’actions d’antibiotiques sont: I’inhibition de la
synthése de la paroi cellulaire bactérienne, et déstructure de la membrane cellulaire et
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dégradation de la fonction, la perturbation de la structure et la fonction des acides nucléiques,

la perturbation de la synthése des protéines et le blocage des voies métaboliques clés (ULLAH
et ALI, 2017 ; SHIFABEGUM et al.,2021; PANCU et al.,2021).

Membrane plasmique
- Polymyxines
polymyxine B
colistine
- Lipopeptide i
daptomycine Ribosomes

Paroi cellulaire

- B-lactamines
pénicilline
céphalosporines
monobactames
carbapénéme

- Sous-unité 308
aminosides

Cytoplasm tétracyclines

e

- Sous-unité 508
macrolides
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Figure 2: Cibles des principaux antibiotiques (PARKER et al., 2016).

2.3 Classification selon le spectre d’activité

Le spectre d’activité d’un anti-infectieux correspond a I’ensemble des especes
bactériennes qui lui sont sensibles. Lorsque le spectre d’activité est limité a un certain nombre

d’especes bactériennes, il est dit « étroit », tandis qu’un antibiotique actif sur de nombreuses
bactéries est dit a spectre « large ».

Une bactérie insensible a un antibiotique est définie comme étant résistante. Un
antibiotique a spectre large agit sur un grand nombre de bactéries (sur les bacilles et coques

Gram + et Gram -). Un antibiotique a spectre étroit agit seulement sur les bacilles et coques
Gram + ou Gram - (AGREGE et al., 2015).

2.4 Classification selon I’effet antibactérien

L’effet bactériostatique est 1’arrét du développement des micro-organismes par inhibition
partielle ou totale de leur croissance sans les tuer. Mais de hautes concentrations de la plupart
des agents bactériostatiques sont également bactéricides.

La bactériostase est exprimée en concentration minimale d’inhibition, (CMI), celle-ci est
importante pour I’établissement d’un antibiogramme.
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L’effet bactéricide C’est 1’arrét de développement des micro-organismes par mort
cellulaire avec ou sans lyse. Ces propriétés bactéricides varient d’une substance a 1’autre, en
termes de spectre d’action, d’efficacité, de durée d’action. La bactéricidie est exprimée en
concentration minimale bactéricide (CMB) (ACHAB et al.,2013).

2.5 Classification selon la nature chimique

Tres variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle B lactame) sur
laguelle il y a hémisynthése. Elle permet de classer les antibiotiques en familles (béta-
lactamines, aminosides, tétracyclines, etc...) (SENHADJI, 2019).

L intérét sera porté sur la famille des béta-lactamines.
3. Les béta -lactamines

Les B-lactamines sont des agents bactéricides qui interrompent la formation de la paroi
cellulaire bactérienne par une liaison covalente aux protéines de liaisons des pénicillines (PLP)
(BUSH et BRADFORD, 2016). Ces derniers, situées dans 1’espace périplasmique, sont
directement accessibles chez les bactéries Gram-positives mais protégées par la membrane
externe chez les bactéries Gram-négatives, que les B-lactamines doivent traverser (BAMBEKE
etal., 2017).

3.1 Structure et classification

Les B-lactamines ont en commun une structure appelée I’anneau p-lactame, qui est formée
de quatre membres : trois atomes de carbone et un atome d’azote. Cet anneau constitue la
portion responsable de I’activité de ces molécules (AYAD, 2017).

Il existe de nombreuses variétés de béta-lactamines ayant toutes en commun le noyau
béta-lactame (qui est la partie efficace de la molécule) (VASSEUR, 2014). Cette famille
comprend cing principaux groupes : les pénicillines, les céphalosporines, les monobactames,
les carbapénemes et les inhibiteurs de B lactamase ( figure 3)
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R
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Structure des monobactames Structure des inhibiteurs de béta-lactamases

Figure 3: Les différentes structures de base des classes de B-lactamines (CHEMELLE, 2010 ;
CHOQUET, 2016).
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3.1.1 Les Pénames (Pénicillines)

Il s'agit d'un groupe de molécules, ayant en commun le noyau péname, qui est caractérisé
par un pentacycle saturé (cycle thiazolidine) associé¢ au noyau p-lactame. Selon la nature de la
chaine latérale, plusieurs sous-classes ont été définies, dont les plus utilisées sont les
aminopénicillines (ampicilline, amoxicilline), les carboxypénicillines (ticarcilline) les
uréidopénicillines (pipéracilline) et les amidinopénicillines (pivmecillinam)(RUPPE,2010).

3.1.2 Les céphemes (cephalosporine)

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle dihydrothiazine pour former
le noyau céphéme. La particularitt du noyau céphéme et les nombreux radicaux
de substitution proposés expliquent les propriétés antibactériennes différentes
des céphalosporines, justifiant leur distinction fonctionnelle en plusieurs générations,
de spectre et d’intérét clinique variables (CAVALLO et al, 2004). On distingue ainsi:

e Les céphalosporines de premiére génération (C1G) : elles sont plutbt actives sur
les bactéries a Gram positif. Exemples : céfalotine, céfazoline et céfalexine.

e Les céphalosporines de deuxieme génération (C2G) : elles ont un spectre étendu vers
les bactéries a Gram negatif. Exemples : céfamandole, céfuroxime, céfoxitine et
céfotétan.

e Les céphalosporines de troisieme génération (C3G) : elles ont un spectre étendu a la
plupart des entérobactéries. Exemples : céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone et
céfopérazone.

e Les céphalosporines de quatriéme génération (C4G) : elles sont relativement stables a
I’hydrolyse des céphalosporinases. Elles restent actives sur les entérobactéries ayant
acquis une résistance aux C3G par hyperproduction d'une céphalosporinase. Exemples
: céfépime et cefpirome (RUPPE, 2010).

3.1.3 Les monobactames

Se caractérisent par la présence du noyau monocyclique B lactame contrairement aux
pénicilline et céphalosporine. L’aztréonam est 1’unique monobactame utilisé dans le domaine
hospitalier. Il est actif contre les bactéries a Gram-négatif mais inefficace contre les bactéries a
Gram-positif et les bactéries a Gram-positif et négatives a métabolisme anaérobique
(VALERIAN, 2018).

3.1.4 Inhibiteurs de p-lactamases

Les inhibiteurs de B-lactamase sont des dérives de I'acide clavulanique et de l'acide
pénicillinique. Ce sont des inhibiteurs suicides de B-lactamase qui posseédent une faible activité
antibactérienne intrinseque. Ces inhibiteurs B-lactamases doivent étre associés a d’autres [3-
lactames ayant une bonne activité antibactérienne. Lui permettent de conserver son activité vis
a vis des souches productrices de P-lactamases. Les associations bien connues sont :
amoxicilline-acide clavulanique et ticarcilline-acide clavulanique (BOISSON et MIMOZ,
2018).
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3.1.5 Pénemes
IIs ont un cycle pentagonal insaturé. Les carbapénémes feront 1’objet de notre étude
4 Les carbapénémes

Les carbapénémes, derniéres antibiotiques de la classe des -lactamines, ont une grande
stabilité vis-a-vis de la majorité des B-lactamases (GRALL et al., 2011). Elles sont caractérisées
par un noyau pénéme et dérivent de la thiénamycine. Cette derniere est produite naturellement
par Streptomyces cattleya. L’atome de soufre du pentacycle péname est remplacé par un atome
de carbone pour donner un noyau pénéme. Cette introduction du carbone dans le noyau
pentagonal, a I’origine de terme de carbapénéme, renforce le pouvoir de fixation aux protéines
cibles (CAVALLDO et al., 2004). Elles exercent leur activité bactéricide en inhibant la synthése
de la paroi bactérienne par fixation aux protéines de la liaison des pénicillines (PLP). Quatre
molécules sont actuellement disponibles sur le marché :I’'imipénéme depuis 1986, le
méropénéme depuis 1997, I’értapénéme depuis 2002, et plus récemment le doripénéme
(GRALL etal., 2011).

Les carbapénemes sont la classe d'antibiotiques la plus vigoureuse qui a fait ses preuves
en termes d'efficacité dans le traitement des infections graves a bactéries & Gram négatif
(TOUATI et MAIRI, 2019).

4.1 Classification des carbapénémes
Certains auteurs ont proposeé une classification des différentes carbapénemes :

-Le groupe 1 comprend des molécules a large spectre avec une efficacité limitée sur les bacilles
a Gram négatif non fermentant (ertapéneme essentiellement).

-Le groupe 2 comprend les molécules ayant une bonne efficacité sur les bacilles a Gram négatif
non fermentant (imipeneme, méropéneme, doripéneme).

-Le groupe 3comprend notamment le composé PZ-601, une carbapéneme en cours de
développement avec une activité anti-Gram positif, notamment le staphylocoque résistant a la
méticilline (FIGUEIREDO, 2011 ; GAUZIT, 2012).

4.2 Mécanisme d’action

Les carbapéneémes ont en commun d’étre actifs sur les bactéries a Gram négatif ainsi que
sur les bactéries a Gram positif, qu’elles soient de métabolisme aérobie ou anaérobie. A 1’instar
des autres B-lactamines, ils exercent leur activité bactéricide par fixation aux PLP.
Contrairement aux céphalosporines et aux aminopénicillines qui se lient principalement a la
PLP 3, les carbapénemes ont pour cibles privilégiées les PLP 1a, 1b et 2, avec pour conséquence
une lyse sans filamentation préalable et une moindre libération d’endotoxine par les bacilles a
Gram negatif. IIs n’ont peu ou pas d’activité sur les PLP de faible affinité rencontrées
principalement chez les bactéries a Gram positif telles que la PLP2a des SARM et la PLP5
retrouvée chez les entérocoques, ce qui explique les lacunes du spectre de ces antibiotiques. Les
différences d’affinité pour certaines PLP pourront expliquer les quelques disparités retrouvées
dans les spectres des membres de cette famille (QUELLEC, 2015).
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4.3 Spectre d’activité

Les carbapénémes sont efficaces contre une large gamme de bactéries a Gram négatif et
a Gram positif (ZHANEL et al., 2007). Concernant les bacilles a Gram négatif, ces antibiotiques
occupent une place trés importante dans le traitement des infections dues aux entérobactéries
productrices des béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) et/ou des céphalosporinases de haut
niveau codé par des génes chromosomiques ou des genes plasmidiques et aux BGN non
fermentaires multirésistantes sensibles qu’aux carbapénémes. Cependant, l'ertapénéme a une
activité limitée sur Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii, ce qui rend son
utilisation clinique limitée (GRALL etal., 2011 ; NORDMANN, 2010). Les carbapénémes sont
inefficaces contre Stenotrophomonas maltophilia, qui produit naturellement une métallo-béta-
lactamase et elles sont également inefficaces contre Enterococcus faecium. Cependant,
I’imipenéme peut avoir une activité contre Enterococcus faecalis (GRALL et al., 2011).

4.4 Utilisation des carbapénémes

En générale, la prescription des carbapénémes doit étre envisagée au dernier recours pour
le traitement des infections bactériennes, le tableau ci-dessous énumere les différents cas ou
I’antibiothérapie nécessite I’utilisation des carbapénémes.

Syndromes cliniques Selon le germe (infection séveres)

-Infection nosocomiale séveres (pneumonie , -Acinetobacter spp.

sinusite sur une intubation nasotrachéale). -Pseudomonas aeruginosa.
-Alcaligenes spp.

- Sepsis d’origine inconnue. -Entérobactéries :
- Enterobacter spp.

- Infection intra abdominales séveres. - Serratia spp.
- Citrobacter spp.

- Méningites bactériennes. - Proteus spp.
- Escherichia coli ou Klebsiella spp
avec ESBL ou AmpC.

Tableau I11 : Déférentes cas ou l'antibiotique nécessite I'utilisation des carbapénémes

(FIGUEIREDO,2011 ; GAUZIT,2012).
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Chapitre 3 La résistance aux antibiotiques

1 Résistance bactérienne face aux antibiotiques

Au cours des derniéres décennies, les bactéries multi-résistantes sont I'une des principales
menaces pour la vie d'un étre humain. Cela est d0 & un surdosage d'antibiotiques, une faible
stabilité des antibiotiques, une mauvaise internalisation des antibiotiques avec les bactéries
(VARAPRASAD et al., 2020). L'évolution de la résistance aux antimicrobiens chez les
bactéries est un processus complexe et ancien qui a attiré beaucoup d'attention en devancant la
découverte et le développement de nouveaux antibiotiques (HALAT et al., 2016).

La résistance bactérienne est définie comme la capacité des bactéries a survivre et a se
multiplier en présence d'antibiotiques qui devraient normalement les tuer ou inhiber leur
croissance. Cette capacité résulte souvent de mutations génétiques ou de l'acquisition de genes
specifiques, rendant ainsi certains traitements inefficaces (HUEMER et al.,2020).

2. Types de résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques peut se manifester de deux maniéres distinctes : résistance
naturelle et acquise.

2.1 Resistance naturelle

Ce type de résistance n'est pas lié a l'utilisation d'antibiotiques, mais decoule des
caractéristiques structurelles propres a la bactérie. Elle résulte de la résistance intrinseque, ou
le micro-organisme ne correspond pas a la structure cible de l'antibiotique, ou bien des
antibiotiques qui, en raison de leurs propriétés, ne parviennent pas a atteindre leur cible
(THUALFAKAR et al., 2020).

Elle a pour support génétique le chromosome bactérien mais elle n'est pas ou peu
transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a I’autre au sein d’une méme espéce ou
entre espéces différentes) (LOZNIEWSKI et RABAUD, 2010).

2.2 Résistance acquise

Il s’agit d’un caractere qui ne concerne alors que quelques souches d’une espece
bactérienne. La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage souvent de facon
importante dans le monde bactérien. Elle résulte d’une modification du patrimoine génétique
de la bactérie soit par mutation chromosomique ou bien extra-chromosomique lui permettant
de tolérer une concentration d’ATB plus ¢élevée que celle qui inhibe les souches sensibles
de la méme espéce (LOZNIEWSKI et RABAUD, 2010).

On retrouve deux grands types d’acquisition de résistance
e Résistance par mutation chromosomique

Il s’agit d’une mutation chromosomique occasionnant le remplacement d’une base
de I’ADN par une autre et conférant une résistance spontanée a une famille d’antibiotique.
A noter que cet événement est rare et stable c’est-a-dire que cette resistance va passer
aux genérations suivantes de bactéries, donc a la descendance. On parle alors de transmission
verticale (BATTRAUD, 2017).
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e Résistance par acquisition de genes (extra chromosomique)

Appelée aussi transfert latéral de génes, ce processus permet a un organisme d’intégrer
du matériel génétique provenant d’un autre organisme sans en étre le descendant. Les éléments
échangés sont des éléments génétiques mobiles, des plasmides (cas le plus fréquent), des
transposons ou des intégrons (BLAIR et al.,2015)

Les mécanismes de transfert génétiques sont illustrés dans la figure ci-dessus

1. La transformation

\Ne morte

Plasmide « R »

\ ";if—o

3. La conjugaison

Bactérie receveuse

2. La transduction

Figure 4: Les modes de transmission de matériel génétique (AFSSA,2006)

3 Mécanismes de résistance aux antibiotiques

les bactéries ont développé différentes mécanismes afin de neutraliser I’action des agents
antibacatériens, parmi eux I’inactivaion enzymatique de 1’antibiotique, la modofication ou le
remplacement de la cible de I’antimicrobien, I’efflux actif, la diminutionde la perméabilité.

La figure 5 présente une illustration de ces différents mécanismes de resistance au sein
des bacterie.
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La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d’entrer

Antibiotique / d_r

Antibiotique
2D~ refoulé

Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 5:Les différents mécanismes de résistance aux antibiotiques (COULIBLY, 2022).

3.1 Diminution de la perméabilité

Les porines sont des protéines formant des pores dans la membrane externes
des bactéries a Gram (-) et permettent le passage de certaines molécules hydrophiles.
Des mutations peuvent entrainer la perte de certaines porines et de ce fait entraver
la pénétration de certains antibiotiques. Ces mutations peuvent entrainer la résistance a
plusieurs familles d’antibiotiques simultanément. La fosfomycine pénétre dans le cytoplasme
des bactéries par I’intermédiaire du systéme de transport des glycérophosphates. Des mutation
au niveau de ce systeme de transport entrainent la résistance a la fosfomycine (BOUYAHYA
etal.,2017).

3.2 Modification ou remplacement de la cible de ’antibiotique

La cible de I’antibiotique peut avoir des modifications structurelles ou remplacée, de telle
sorte que le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la
bactérie. C’est un mécanisme de résistance décrit pour presque tous les antibiotiques, est
particulierement importante pour les résistances aux pénicillines, aux glycopeptides et
aux molécules du groupe MLS chez les bactéries a Gram positif, et pour les résistances aux
quinolones chez les bactéries a Gram positive et a Gram négative. Ce type de résistance peut
étre la conséquence de 1’acquisition de matériel génétique mobile codant pour une enzyme
modifiant la cible de I’antibiotique, ou peut résulter d’une mutation au niveau de la séquence
nucléotidique de la cible. Le remplacement de la cible de ’antibiotique est un mécanisme décrit
pour les sulfamidés, les diami-nopyrimidines (triméthoprime) et les béta-lactames
(MUYLAERT et MAINIL, 2012).

3.3 Piégeage de ’antibiotique

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production de sa
cible ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier. Il en résulte
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une diminution de I’antibiotique a 1’état libre au niveau de la cible. Ainsi des mutations
chromosomiques responsables d’une surproduction des cibles des sulfamidés et du
trimethoprime ont été décrites chez de nombreuses especes bactériennes (MUYLAERT et
MAINIL, 2012).

3.4 Efflux actif

L’efflux actif, médié par des protéines transmembranaires connues sous le terme de
pompes a efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de 1’énergie et utilisé par
les bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires, pour expulser a
I’extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que des antibiotiques et
d’autres médicaments.

Ces pompes a efflux ont généralement une spécificité de substrats assez large, et
seulement certaines d’entre elles conférent une résistance aux antibiotiques. La résistance
provient de la réduction de concentration en antimicrobien dans le cytoplasme de la bactérie,
ce qui prévient et limite I’accés de I’antibiotique a sa cible (figure 6).

On classe ces pompes a efflux sur base notamment de leur spécificité de substrats et de
la source d’énergie employée. Certains de ces transporteurs sont trés spécifiques et on les
appelle pompes SDR (specific-drug-resistance), généralement responsables de hauts niveaux
de résistance et dont les génes sont portés par des éléments génétiques mobiles (ex : résistance
aux tétracyclines chez les bactéries Gram négatif), alors que d’autres agissent sur une multitude
de molécules et on les nomme pompes MDR (multiple-drug-resistance), généralement
responsables de bas niveaux de résistance et dont les genes sont fréquemment chromosomiques
(MUYLAERT et MAINIL, 2012).

Antibiotique
rejeté

Extérieur

Intérieur

Pompe a efflux

Figure 6 : La résistance par efflux actif (DABAJ, 2021).
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3.5 Inactivation enzymatique de I’antibiotique

L’inactivation enzymatique de I’antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des béta-lactames (figure 7), des aminoglycosides et des phénicolés. On décrit
également ce type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides,
streptogramines), pour les tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour les
fluoroquinolones, bien que cette inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui
prévaut pour ces molécules. L’enzyme en modifiant le noyau actif de I’antibiotique par clivage
ou par addition d’un groupement chimique, empéche la fixation de I’antimicrobien sur sa cible
et provoque une perte d’activité. Parmi les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes
bactériennes, on peut citer des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des
nucléotidylations, des estérifications, des réductions et des réactions d’addition d’un glutathion.
Ces enzymes sont généralement associées a des eléments génétiques mobiles (MUYLAERT et
MAINIL, 2012).
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Figure 7 : La résistance par l'inactivation enzymatique de I'antibiotiques (DABAJ, 2021).

3.5.1 Les Béta-lactamases

Les béta-lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent I’hydrolyse de la
liaison amide du cycle lactame des antibiotiques de la famille des béta-lactamines. Les genes
qui codent pour ces enzymes sont d’origine chromosomique ou plasmidique. Ces genes ont
aussi été détectés sur des transposons et des intégrons facilitant ainsi le transfert horizontal de
ces genes entre espéces phylogénétiquement éloignées. Ces enzymes sont exportés dans le
milieu extracellulaire (bactéries a gram positif) ou périplasmique (bactéries a gram négatif). La
production des béta-lactamases est le mécanisme de résistance le plus répandu et le plus
important des bactéries vis-a-vis des béta-lactamines (GANGOUE PIEBOJI,2007).

3.5.1.1 Les béta-lactamases a spectre étendu

Les BLSE sont définis comme des béta-lactamase appartenant a la classe A ou D de la
classification d’Ambler (RODRIGUEZ et STRUELENS, 2006) capable d’hydrolyser les
pénicillines, les céphalosporines (1ére, 2eme, 3éme et 4éme génération) et les monobactames
(BOUJEMAA, 2015). Les BLSE Conférent donc une résistance a I’ensemble des béta-
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lactamines a I’exception des céphamycines (céfoxitine et céfotétan) et des carbapéneémes
(imipenéme, ertapéneme, etc.). Cependant, Elles peuvent étre inhibées in vitro par 1’acide
clavulanique, le tazobactam ou le sulbactam (VODOVAR et al., 2013).

4 Méthodes de mesure de la résistance bactérienne

Pour mesurer microbiologiquement la résistance d’une bactérie la notion communément
utilisée est la concentration minimale inhibitrice (CMI). La CMI représente la premiere
concentration en antibiotique pour laquelle aucune croissance bactérienne n’est observée. La
mesure de la CMI est souvent accompagnée de la mesure de la concentration minimale
bactéricide (CMB). Elle correspond a la concentration permettant de réduire la population
bactérienne d’un facteur 1000.Les mesures des CMI et CMB sont dépendantes des conditions
de cultures de la bactérie. Les conditions de déterminations de ces indicateurs ont donc été
calibrées et standardisées. Ensuite, des antibiogrammes peuvent étre réalisé. Leur interprétation
repose sur I’évaluation de la CMI en fonction du diameétre d’inhibition. Ces outils permettent
de prédire la sensibilité des bactéries aux antibiotiques en mati¢re d’efficacité clinique. Ainsi,
une souche peut étre catégorisée cliniquement de sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante
(R). L’antibiogramme sert également a la surveillance épidémiologique de la résistance
bactérienne, et peut orienter 1’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances
naturelles (JULIE, 2014).
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Matériel et méthodes

1 Objectifs :

Déterminer la fréquence d’isolement des souches des entérobactéries et Pseudomonas
aeruginosa .

Analyser le profil de résistance de ces bactéries aux carbapénémes et détecter les souches
produisant des BLSE.

2 Lieu et durée de I’étude

Cette étude a été realisé au niveau de laboratoire de microbiologie du centre hospitalier
universitaire Nedir Mohammed (CHU) de Tizi Ouzou pendant une durée d’un mois et demi
(45jours) allant de 15 avril au 30 mai 2024.

3 Nature des prélevements

Les souches d’entérobactéries et de Pseudomonas aeruginosa ont été isolées a partir de
différents prélevements tels que : le pus, les urines, les prélevements vaginaux, les coprocultures
provenant des patients hospitalisés et externes, recus au laboratoire de microbiologie du CHU
de Tizi Ouzou durant la période d’étude.

4 Matériels

Nous avons utilisé le matériel disponible au niveau de laboratoire microbiologie (voir
annexe 1).

5 Méthodes de prélévements et d’isolements
5.1 Prélévement des urines
5.1.1 Etude cytobactériologique

C’est un examen microbiologique qui permet a la fois de diagnostiquer une infection
urinaire en identifiant le germe responsable et d’aider a choisir le meilleur traitement.

Technique

Apres I’homogénéisation des urines, quelques microlitres ont été pris a laide
d’une micropipette, et déposés entre la cellule de Malassez et la lamelle. Cette étape est suivie
d’un dénombrement et d’une observation au microscope optique au grossissement 40.

Lecture

Observation des différents types de cellule présente dans 1’échantillon, (les cristaux,
les hématies les leucocytes et les cellules épithéliales, les levures, la flore microbienne) et la
numérotation des leucocytes (lymphocytes , polynucléaires neutrophiles ) par mm?,
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5.1.2 Etude bactériologiques

Une culture de germe est réalisée en prélevant une goutte d'urine a l'aide d'une anse
calibrée stérile. Ensuite, cette goutte est ensemencée en stries serrées sur une gélose nutritive.
Les boites contenant les échantillons sont ensuite incubées dans 1’étuve a 37°C 24 heures.

5.2 Prélevement de pus

Les prélévements sont d'origines tres diverses. La mise en évidence des bactéries
pathogenes dépend de la localisation de la suppuration, du mode du prélévement (seringue,
biopsie) et du mode de transport.

La plupart du temps le pus est recueilli dans deux écouvillons.
Technique

Les échantillons sont dilués en ajoutant du BHIB a chaque écouvillon. A partir de 1’un
des écouvillons, 1’échantillon est déposé sur quatre milieux de culture dans I’ordre suivant :
GSC, GSF, Hektoen et Chapman. Ensuite, les milieux sont ensemencés par la technique
des quatre quadrants a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile. Par la suite, une petite quantité
de D’échantillon est versée dans le bouillon BHIB pour I’enrichissement. Le deuxiéme
écouvillon est utilisé pour I'ensemencement d'un milieu Sabouraud et la réalisation d'un état
frais en déposant quelques gouttes de I’échantillon sur une lame, recouvertes par une lamelle,
puis une observation au microscope optique au grossissement 40 est effectuée. Les boites,
Sabouraud et BHIB, sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 h (pour la GSC et la GSF,
elles sont incubées en anaérobiose dans une jarre).

Lecture

-L’¢état frais permet d’observer les différents types de cellules (hématies, leucocytes, cellules
épithéliales...).

-Le milieu Sabouraud est utilisé pour identifier la présence de levures et de champignons.

Remarque : Lors du prélévement de I'échantillon dans un récipient ou une seringue, les
mémes étapes sont suivies (1’échantillon étant déposé sans étre dilué).

5.3 Prélévement coprologique
L’échantillon recueilli dans un pot.
Technique

Une noisette de selle est prélevée a I’aide d’une anse en platine et ensemencée sur le
milieu Hektoen par la technique des quatre quadrants. Une autre noisette de selles est placée
dans le bouillon SFB (bouillon d’enrichissement). L'incubation est effectuée a 37°C pendant 24
heures. Apres 24 heures d’enrichissement, la méme opération est répétée jusqu’au 3e¢me jour.

5.4 Prélévement vaginale

Les prélevements vaginaux sont acheminés au laboratoire sous forme de deux écouvillons.
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Technique

De I’eau physiologique stérile est ajoutée dans chaque écouvillon. A partir de 1’un
des écouvillons, les quatre milieux de culture (GSC, GCF, Hektoen, Chapman) sont ensemencés
par la technique des quatre quadrants. Le deuxiéme écouvillon est utilisé pour la réalisation
d’états frais : quelques gouttes de 1’échantillon sont déposées sur une lame, recouvertes d'une
lamelle, puis observées au microscope optique au grossissement 40. L’examen a 1’état frais
permet de rechercher Trichomonas vaginalis, les leucocytes, les hématies, les cellules
épithéliales et les levures. Les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures
(la GSC et la GSF sont incubées en anaérobiose dans une jarre).

6 Identification
6.1 Etude macroscopique

Il s’agit d’un examen des boites de Pétri a 1’ceil nu ou a faible grossissement sous
une loupe binoculaire et de noter les différentes caractéristiques des colonies bactériennes tel
que : I’aspect, la forme, la chromogenes, la taille.

6.2 Etude microscopique

Elle consiste en 1’étude de la cellule (sa morphologie) sous un microscope en réalisant un
état frais et une coloration différentielle de Gram

6.2.1 Etat frais
C’est une étude microscopique des bactéries vivantes, sans fixation ni coloration.

Le but de cette étape et de mettre en évidence : La mobilité, la morphologie et le mode de
regroupement.

Technique

Une goutte d’eau physiologique stérile est déposée sur une lame sur laquelle une petite
quantité d’une colonie est prélevé a 1’aide d’une anse de platine et émulsionné dans cette goutte
d’eau. La lame est ensuite recouverte d’une lamelle. L'observation est effectuée sous
microscope optique au grossissement 40.

6.2.2 Coloration de Gram

La coloration de Gram permet de distinguer les bactéries a Gram positif et Gram négatif.
Cette distinction est fondamentale pour leur identification.

Technique
Préparation d’un frottis

Une goutte d’eau physiologique stérile est déposée sur la lame, sur laquelle un peu d’une
colonie est prélevé a I’aide d’une anse de platine, émulsionné dans cette goutte d’eau et étalé
pour former un film mince. Le frottis est laissé a sécher a 1’air libre jusqu’a ce qu’il présente un
aspect mat. 1l est ensuite fixé a la chaleur en étant passe 3 ou 4 fois sur la flamme du bec Bunsen,
puis laissé a refroidir avant d’entreprendre la coloration.
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Coloration de Gram

Le frottis bactérien est préparé et recouvert de violet de gentiane, laissé agir pendant une
minute. Ensuite, le colorant est rejeté et la préparation est couverte avec la solution Lugol
(fixateur), laissée agir également pendant une minute. Apres une décoloration a 1’alcool a 95°
pendant 30 secondes, la préparation est rincée a 1’eau. Elle est ensuite recouverte de fuchsine
pendant 1 minute, suivie d’un dernier ringage a 1’eau. Enfin, le frottis est séché et observé au
microscope optique a immersion avec un grossissement de X100.

Lecture

Les bactéries a Gram positif doivent apparaitre colorées en violet
Les bactéries a Gram négatif doivent apparaitre colorées en rose
6.3 Tests d’orientation

6.3.1 Test d’oxydase

Ce test permet de détecter ’enzyme cytochrome oxydase chez les bactéries a Gram
négatif et pour faire ce test les disques oxydase (OX) sont utilisés disques de papier absorbant
imprégnés de réactif : I’oxalate de N-diméthyle paraphenylene. A 1’aide de 1’anse de platine ou
pipette Pasteur une colonie est prélevée et déposée sur la zone réactionnelle du disque. La
lecture est immédiate et se fait aprés quelques secondes.

Lecture

Une réaction positive : le disque prend une couleur violette (oxydase +).
Une réaction négative : le disque reste incolore (oxydase -).

6.3.2 Test de la catalase

Ce test est basé sur la recherche d’enzyme qui décompose l'eau oxygénée en eau et
en oxygene gazeux selon la réaction suivante :

[2H202 —» 2H20+0:2 ]

La méthode consiste a prélever une colonie du germe a étudier et mettre en contact avec
le peroxyde d’hydrogéne (H202) sur une lame identifiée.

Lecture :

Le test catalase positif se traduit immédiatement par 1’apparition des bulles d’air(dégagement
dioxygeéne).

Le test catalase négatif lorsqu’ya absences des bulles d’air ou d’effervescence.
6.3.3 Galerie API20E (galerie miniaturisée)

La galerie API20E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés.
Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests.
Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par I'addition de réactifs.
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Technique
» Préparation de la galerie

L'eau distillée est introduite dans les alvéoles au fond de la boite pour établir une atmosphére
humide. Ensuite, la galerie est placée de maniere aseptique a I’intérieur de la boite d’incubation.

» Préparation de I’inoculum

Une colonie suspecte parfaitement isolée est prélevée a 1’aide d’une pipette pasteur, puis
soigneusement dissociée dans le tube contenant préalablement de I’eau distillée stérile.

> Inoculation de la galerie

A T’aide d’une micropipette ou seringue stérile une quantité de la suspension préalablement
préparée est prélevée et les microtubes remplis

e Pour les tests CIT, VP, GEL tube et cupule sont remplis.

e Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes.

e Pour les tests LDC, ODC, ADH, H2S et Urée une anaérobiose est créé en remplissant
leurs cupules par I’huile de vaseline.

La galerie est refermée et incubée a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Remarque : il est important de veiller a ne pas créer de bulles lors de I’inoculation qui
pourraient fausser le résultat. De plus I’apparition de bulles aprés incubation apportera un
caractere d’identification supplémentaire (GAZ+).

Lecture

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du tableau de Lecture et I'identification est obtenue
a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

Les réactifs appropriés sont ajoutés aux compartiments :

-Une goutte de réactif de Kovacs a I’IND (faire la lecture dans les minutes qui suivent).
Un anneau rouge indique une réaction positive.

-Une goutte de réactif de VP1 et VP2 (une réaction positive peut prendre jusqu'a 10 minutes).
Une couleur de rose franche indique une réaction positive.

-Une goutte de réactif TDA, une couleur de marron foncé indique une réaction positive.
7 L’antibiogramme

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d’une
bactérie vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques.

Il existe deux techniques pour réaliser I’antibiogramme ; la technique classique qui est
I’antibiogramme par diffusion des disques, et la technique moderne qui se base sur I’utilisation
d’un automate appeler « VITEK » .
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7.1 Antibiogramme par diffusion des disques

Technique

» Milieu pour ’antibiogramme

Un milieu non sélectif Mueller-Hinton est utilisé. 1l doit étre coulé en boites de Pétri sur une
épaisseur de 4mm, les boites séchées avant leur emploi.

> Réalisation de I’inoculum bactérien

L'inoculum bactérien de 10® UFC/ml est préparé en raclant une colonie bien isolée et
parfaitement identique sur une culture pure agée de 18 a 24 heures a l'aide d'un écouvillon.
Cette colonie est ensuite transférée dans un tube contenant 2,5 ml d'eau physiologique stérile,
puis homogénéisée pour obtenir une suspension bactérienne.

> Ensemencement

Un écouvillon stérile est utilisé pour immerger dans I'inoculum. Apres avoir été essoré en
le pressant et en le tournant contre la paroi interne du tube, I'écouvillon est utilisé pour frotter
la totalité de la surface de la gélose en realisant des stries serrées. Cette opération est répétée
deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois et en faisant tourner I'écouvillon sur lui-
méme, sans oublier de passer I'écouvillon sur les périphéries de la bote.

> Application des disques d’ATB

Les disques choisis sont posés a 1’aide d’une pince flambée qui sont parfaitement appliqués a
plat sans glissement en appuyant Iégerement sur la surface de la gélose ; deux disques doivent
étre éloignés au minimum de 30mm de sorte que les zones d’inhibitions ne se chevauchent pas.

> Incubation
Les boites sont ensuite portées a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures en position renvers
» Lecture

La lecture se fait par mesure du diameétre de la zone d’inhibition obtenu autour des disques
d’antibiotiques a 1’aide d’une régle. L’interprétation en sensible (S) ou résistante (R) ou
intermédiaire (I) est effectuée selon les criteres définis par les recommandations du CLSI.

7.2 Test de synergie ou test de détection de BLSE

Il consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d’Amoxicilline contenant
un inhibiteur de béta-lactamase (acide clavulanique) et les disques de céphalosporines de
troisieme génération (3G) (tel que le CTX). Cette image dite « bouchon de champagne ».

Technique

L'inoculum est préparé a partir d'une culture pure et jeune. L'ensemencement est effectué
par écouvillonnage. Le disque d’Amoxicilline (AMC) est placé au centre, a une distance de 3
cm du disque CTX. L'incubation est réalisée a 37°C pendant 24 heures.
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Lecture

La production de BLSE peut se traduire par la production de synergie entre (AMC et CTX).

7.3 L’automate VITEK® 2 compact

L’automate VITEK® 2 Compact de bio-Mérieux est utilis¢é pour I’identification des
bactéries et leur sensibilité aux antibiotiques ; avec ce dernier le temps de réponse est réduit
par rapport aux méthodes biochimiques traditionnelles tandis que l'intégrité des données est
préservée grace a des fonctionnalités de conformité complétes.

Le systéme fonctionne avec des cartes identifiées par des codes-barres ; les cartes
d’identification des bactéries Gram négatif (carte GN) ainsi que les cartes d’antibiogramme
(carte AST) sont donc indispensables.

Figure 8 : L'automate VITEK® 2 compact
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Technique

La préparation de I’inoculum est toujours réalisée manuellement. Un tube sec contenant
3 ml de solution saline est utilis¢é pour I’identification, et un autre pour 1’antibiogramme.
Les colonies isolées sont sélectionnées a 1’aide d'une pipette, mises en suspension homogene
dans les tubes précités, et bien mélangées avec le vortex. Cette suspension bactérienne est
standardisée selon les méthodes appropriées en utilisant un densitomeétre, avec la densité
optique mesurée a chaque fois, devant se situer entre 0,53 et 0,60 MCF. Ensuite, 145 pl de
la suspension du premier tube (tube d’identification) sont pipetés a I'aide d'une micropipette et
transférés dans le deuxieme tube (tube d’antibiogramme). Une carte d’identification et une autre
d’antibiogramme sont placées sur la cassette, en immergeant les pailles de transfert dans les
tubes contenant la suspension mere. Aprés chargement de la cassette dans 1’instrument,
la porte est fermée, et les trois étapes suivantes sont effectuées : remplissage (déplacement de
la suspension vers les cartes), scellage (découpe des cartes) et enregistrement.
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Résultats

1. Résultats
1.1 Etat frais
L’observation microscopique a montré que:
Escherichia coli se présente sous forme de bacilles polymorphes, mobiles.

Klebsiella pneumoniae donne des bacilles immobiles courts, regroupées en amas ou en chaines
courtes.

Enterobacter cloacae sous forme de bacilles mobiles non sporulés.
Serratia marcescens sous forme des batonnets courts mobiles grace a un flagelle péritriche.

Pseudomonas aeruginosa se présente sous forme d’un bacilles trés mobiles grace a un flagelle
polaire généralement unique.

1.2 Coloration de Gram

Les résultats obtenus par observation microscopique apres coloration de Gram, montrent que
les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa se présentent sous forme de bacilles ou
diplobacilles colorées en rose. Donc ce sont des bacilles a Gram négatif (figure 9).

Figure 9 : Observation microscopique des bacilles a Gram négatif apres coloration de Gram
(x100).

1.3 Ensemencements

Les différents germes isolés se présentent sur les différents milieux comme suit:
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Escherichia coli

Sur gélose nutritive : les colonies sont
rondes, lisses, bombées, réguliéres.

Sur Hektoen :les colonies apparaissent
plates opaques bien rondes d’une couleur
saumon avec un point ombiliqué au
centre.

Sur gélose au sang cuit :les colonies sont
blanchétres, rondes et non bombées

Sur chromogéne :les colonies rondes
d’une couleur rose et surface lisse.

1) Aspect microscopique d’E coli sur
différentes milieux

Klebsiella pneumoniae

Sur Hektoen : les colonies apparaissent
bombées et lisse d’une couleur saumon
contour réguliérement ronde.

Sur geélose au sang cuit :grandes colonies
muqueuses visqueuses d’une couleur
blanchétre.

2) Aspect macroscopique de Klebsiella sur
milieu Hektoen et gélose sang cuit.

Enterobacter cloacae

Sur Hektoen : colonies grandes humides,
lisses de couleur jaune a orange en raison
de fermentation de sucre présents dans le
milieu.

Sur gélose au sang frais : colonies lisses
convexe ,brillantes Iégérement mucoides
de couleur blanche ou légérement grise.

3) Aspect macroscopique d’Enterobacter sur
milieu Hektoen et gélose sang frais.
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Serratia marescens

» Sur gélose nutritive : les colonies sont
rondes circulaires & bords lisses réguliers
ou légerement ondulés présentent une
surface lisse souvent de taille moyenne a
grande.

4) Aspect macroscopique de Serratia sur
gelose nutritive.

Pseudomonas aeruginosa

» Sur gélose nutritive : les colonies sont
rondes a légerement irréguliéres plates a
Iégérement convexe du couleur bleu-vert
(pyocyanine) ou jaune-vert(pyoverdine).

5) Aspect macroscopique de Pseudomonas
sur gelose nutritive.

Figure 10 : Aspect macroscopique des souches isolées (photos originales,2024)
1.4 Tests biochimiques :
Les caractéres biochimiques obtenus sont :
Oxydase + pour Pseudomonas

Oxydase — pour les entérobactéries

Figure 11:Réaction positive de Pseudomonas aeruginosa a I’oxydase (photo originale,2024).
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Toutes les souches testées ont une catalase positive (+).

Figure 12 : Réaction positive des entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa a la catalase
(photo originale,2024).

1.5 Résultats de la galerieAPI120E

» Escherichia coli

La lecture de la galerie Api 20Ea permet d’obtenir les résultats illustrés dans la figure et le
tableau ci-dessous

Figure 13:Résultats de I’identification biochimiques de E.coli (photo originale,2024)

Tableau 1V: Lecture de la galerie biochimique de Api20E de E.coli
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> Klebsiella pneumoniae

La lecture de la galerie Api 20E a permet d’obtenir les résultats illustrés dans figure et le tableau
ci-dessous
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Figure 14 : Résultats de I’identification biochimiques de K.pneumoniae (photo
originale,2024).

Tableau V : lecture de la galerie biochimique de Api20E de K. pneumoniae
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» Enterobacter cloacae

La lecture de la galerie Api 20E a permet d’obtenir les résultats illustrés dans la figure et
le tableau ci-dessous

Figure 15: Résultats d’identification biochimique d’Enterobacter cloacae (photo
originale,2024).

Tableau VI: Lecture de la galerie biochimique de Api20E d’Enterobacter cloacae
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» Pseudomonas aeruginosa

La lecture de la galerie Api 205 a montré les résultats illustrés dans la figure et le tableau ci-
dessous

Figure 16: Résultats d’identification biochimiques de Pseudomonas aeruginosa (photo
original,2024).

Tableau VI1: Lecture de la galerie biochimique Api20E de Pseudomonas aeruginosa.
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L’automate VITEK

Dans le cas d’automate une fiche des résultats est automatiquement affichée puis imprimée
(voir annexe 5).

2. Répartition des isolats

Notre étude a porté sur 244 prélévements positifs dont 143 souches d’Escherichia coli
(58,61%),48 souches de Klebsiella pneumoniae (19,67%),13 souches d’Enterobacter cloacae
(5,33%), 4 souches de Serratia marcescens (1,64%) et 36 souches de Pseudomonas aeruginosa
(14,75%).

2.1 La répartition des germes selon la nature de prélevement

La répartition des 244 isolats d’Entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa selon la
nature du prélevement a révélé une prédominance d’E coli dans les prélévements urinaires
(ECBU) avec un pourcentage de (46,72%) suivi de K pneumoniae (14,34%) , tandis que
d’autres souches telle que Pseudomonas aeruginosa sont plus répandues dans le pus (8,20%),
De faibles pourcentages voire nuls ont été observés pour les souches isolées a partir de
prélévements vaginaux et de coprologie (figure 17).
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Figure 17: Répartition des souches isolées selon la nature de prélévement.

2.2 La répartition des souches selon les services

Les résultats ont révélé une variation significative dans la répartition des souches
bactérienne selon les différentes services hospitaliers. E. coli apparait comme le germe
le plus fréquent notamment dans les services de pédiatrie (PU PED) (14,75%), de médecine
(PU MED) (12,30%) dans les services externes (EXT) (11,89%), D'autres germes, comme
K pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa sont également présents de maniere significative,
surtout dans les service d’urgence chirurgicales (PU CHR) (5,33% / 6,15%) et de médecine,
bien que leur fréquence soit inférieure a celle d’E. coli. Les germes Enterobacter cloacae et S.
marcescens sont aussi représentes, mais leur occurrence est plus modérée (figure 18).
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Figure 18 : Répartition des souches isolées selon les services.

2.3 La répartition des germes selon le sexe

La répartition des souches selon le sexe montre que les femmes représentent le taux
d’infection le plus élevé pour les trois souches : E coli (41,39%), K pneumoniae (11,89%) et S.
marcescens (1,23%) par rapport aux hommes (17,21% / 7,79% / 0,41%). A I’inverse des autres
souches le pourcentage des hommes est plus élevé chez Pseudomonas aeruginosa (9,43%) et E
cloacae (3,28%) avec des pourcentages inferieurs chez les femmes (2,05% /5,33% ) (figure 19).
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Figure 19: Répartition des souches isolées selon le sexe.

2.4 La répartition des germes selon I’age

L’histogramme ci-dessous représente la répartition des souches bactériennes selon 1’age.

Une variation a été marquée entre les deux catégories de sorte que la fréquence d’isolement des
bactéries chez les adultes est plus importante avec un pourcentage élevé infecté par E coli
(40,98%), suivi de K pneumoniae (17,21%), Pseudomonas aeruginosa (11,48%), E cloacae
(4,92%) et S.marcescens (1,23%).

Par contre chez les enfants de faibles taux d’infection se manifestent ou le plus important
apparait a 17,62% par E coli suivi de Pseudomonas aeruginosa (3,28%), K pneumoniae
(2,46%) et (0,41) pour chacune d’E cloacae et S. marcescens.
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Figure 20 : Répartition des souches isolées selon 1’age.

2.5 La répartition selon le type de la résistance a I’antibiotique

L’Imipéneme

L’histogramme illustre la résistance et la sensibilité des bactéries a I'lmipénéme (figure 21).
Selon I’histogramme E. coli se démarque par une sensibilité élevée (41,98%) et une faible
résistance (1,65%) par apport, a K pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa (5,76%), bien que
leurs sensibilité est de (11,11% / 8,23% respectivement).

En revanche, S.marcescens présente une sensibilité trés faible a (1,65%) mais aucune résistance
n’a été observée, tandis que E.cloacae montre une sensibilité modérée (4,94%) et une résistance
tres faible (0,41%).
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Figure 21 : Pourcentage de résistance et de sensibilités des souches isolées a I’Tmipénéme

R : souches résistantes ; S : souches sensibles ; NT : souches non testées a I’antibiotique

Ertapéneme

L'histogramme mis en évidence la sensibilité et la résistance de différentes souches
bactérienne a I'Ertapénéme (figure 22).

E coli présente une sensibilité plus élevée avec (29,34%), et un faible taux de résistance de
(0,83%). A I’inverse , K pneumoniae affiche une résistance plus marquée de (2,89%) et une
sensibilité plus faible (6,20%), E.cloacae montre une sensibilité de (1,24%) et aucune
résistance. Les souches Pseudomonas aeruginosa et S. marcescens montrent toutes les deux
une absence de résistance et de sensibilité.
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Figure 22 : Pourcentages de résistance et de sensibilité des souches isolées a I’Ertapénéme.

R : souches résistantes ; S : souches sensibles ; NT : souches non testées a I’antibiotique

2.6 La répartitions selon le sexe

Pour I’lmipeneme I’histogramme ci-dessous représente la résistance des différentes
bactéries a I'lmipéneme selon le sexe. La résistance a E. coli est plus élevée chez les femmes
(1,36%) que chez les hommes (0,43%). Cette tendance s'inverse pour Pseudomonas
aeruginosa, ou la résistance chez les hommes atteint (4,52%), bien plus que celle chez les
femmes a (1,23%).Pour K. pneumoniae , les femmes montrent également une résistance plus
élevée (3,78%) que les hommes (2,05%). Les autres bactéries, telles que S. marcescens et E.
cloacae présentent des taux de résistance tres faibles, voire nuls pour les deux sexes.
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Figure 23: Répartition de résistance des souches isolées a I’Imipénéme selon le sexe.

Ertapénéme

Une variation entre la résistance chez les femmes et les hommes est tres évidente
notamment pour K pneumoniae. Les femmes présentent une résistance beaucoup plus élevée
(2,16%) que les hommes (0,86%). Chez E. coli, la résistance est légérement plus élevée chez
les femmes (0,51%) par rapport aux hommes (0,44%) et aucune résistance n'est notée pour S.
marcescens, E.clocoae et Pseudomonas aeruginosa. L'histogramme compare la répartition de
différentes bactéries selon le sexe en fonction de leur résistance a I'Ertapéneme (figure 24)
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Figure 24 : Répartition de résistance des souches isolées a I’Ertapénéme selon le sexe.

2.7 La répartition selon ’age
Imipéneme

Nos résultats montrent que la résistance des différentes espéces a I'lmipénéme chez les
adultes et les enfants (figure 25).

Un décalage entre ces deux caractéres est présent, ou le pourcentage chez les adultes est souvent
plus important que celui des enfants.

La résistance est plus élevée pour les adultes infectés par E.coli avec (1,36%), par rapport
aux enfants qui présentent une résistance de (0,43%). De méme, pour K .pneumoniae,
les adultes ont une résistance beaucoup plus élevée (5,43%), tandis que les enfants elle ne
représente que(0,41%). En ce qui concerne Pseudomonas aeruginosa, la résistance des adultes
est également plus élevée (4,54%) par rapport aux enfants (1,22%).

Aucune résistance n’a été observée pour S. marcescens et E. cloacae dans les deux groupes
d’age.
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Figure 25: Répartition de résistance des souches isolées a I’'Tmipénéme selon 1’age.

Ertapénéme

L’histogramme ci-dessous illustre la résistance des différentes bactéries a I'Ertapéneme
selon I'dge. Chez E coli, les adultes représentent (1,01%) des résistances tandis que les enfants
n’ont aucune résistance. Pour K pneumoniae, la résistance est également plus élevée chez les
adultes (2,28%) que chez les enfants (0,82%), alors qu’aucune résistance n'a été observée pour
S. marcescens ,E cloacae, et Pseudomonas aeruginosa dans les deux groupes d’age.
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Figure 26 : Répartition de résistance des souches isolées a I’Ertapénéme selon 1’age

NB : Aucun résultat BLSE+ retrouvée durant la période effectuée de stage
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Discussion

Discussion

La distribution des espéces isolées en fonction des sites de prélevement révéle que la
majorité des souches a Gram négatif notamment les entérobactéries provenait des urines, suivi
du pus, puis par les autres prélevements. Cependant, la fréquence des infections urinaires
causées par E. coli représente un pourcentage élevé (46,37%) par rapport aux infections causées
par d’autres germes ce qui est similaire aux résultats rapportés par ZRARDI (2020).Cela
pourrait s’expliquer par le fait que cette espéce est la plus dominante de la flore intestinale et
qu’elle peut migrer vers I’intestin puis vers ’appareil urinaire. Par ailleurs, E. coli fait partie
des coliformes fécaux, donc une mauvais hygiene intime peu facilement provoquer 1’entrée de
la bactérie dans la vessie. En revanche, Pseudomonas aeruginosa prédomine dans les
prélevements de pus (8,20 %). Nos résultats sont en concordance avec ceux de BOUSSOUF et
YAHIA CHERIF (2020). Cela souligne son caractére opportuniste, souvent associé aux
infections cutanées et des tissus mous, en particulier chez les patients immunodéprimés ou
porteurs de dispositifs médicaux.

Le service le plus atteint par les infections aux entérobactéries est celui de pédiatrie
notamment par E coli (14,75%) suivi du service d’urgence médicale ce qui est similaire aux
résultats de MOHAMMED SEGHIR et BOUSSOUM (2023). Ceci pourrait étre d0 au fait que
les enfants, principalement les nouveaux nés, ont souvent une immunité faible par rapport aux
adultes, et que le service d’urgence médicale accueille de nombreux patients présentant des
facteurs de risques élevé, comme les personnes immunodéprimés. De méme une prédominance
de Pseudomonas aeruginosa a été notée dans les services d’urgences chirurgicales ; ce qui est
proche de 1’étude de NAILI et ELGARNI (2019). Ceci pourrait étre attribué a la fréquence des
procédures invasives, ’utilisation des cathéters et 1’état affaibli des patients en chirurgie.

Nos résultats montrent que les femmes représentent le taux d’infections le plus élevé par
les entérobactéries, ce qui se rapproche des résultats de MADDI et MENASRA (2022). Cette
prédominance peut étre expliquée par I’anatomie de I’appareil urinaire féminin. La grossesse
est aussi un facteur favorisant I’infection car la compression de 1’utérus entraine une dilatation
voire une certaine obstruction des uretéres, de méme pour la ménopause et le manque
d’hygiene.

Les travaux d’ASMARE et al.(2024) ont rapporté que les hommes les plus susceptibles de
contracter des infections nosocomiales a Pseudomonas aeruginosa en raison de variation
immunologiques et d’une exposition plus fréquente a des environnements a risque ce qui est en
cohérence avec nos résultats et ceux de BENELMILI et SAHRAQUI (2021).

Selon la tranche d’age les adultes sont les plus touchées par des infections a
entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa que les enfants ce qui similaire aux données
rapportées par ZIDOUNE et BENBELKACEM (2020). Les causes sont résumées par plusieurs
facteurs tels que les adultes souffrant de maladies chroniques comme le diabéte ou les maladies
cardiovasculaires, ou ceux qui ont un systeme immunitaire affaibli. ,De plus 1’utilisation
fréquente d'antibiotiques chez les adultes contribue également a la sélection de souches
bactériennes résistantes.
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L’Imipénéme est un antibiotique actif sur la quasi-totalité des souches testées. Parmi les
isolats d’E coli 103 souches présentant un taux de sensibilité trés élevée (41,98%), tandis que
4 souches étaient résistantes soit une résistance de 1,65%. Nos résultats sont inférieurs a ceux
de LEMDANI et al.(2022). Ceci pourrait étre di a la production des carbapénemases par
certaines souches d’E coli inactivant ainsi 1’antibiotique.

D’autre part, les 14 souches de K.pneumoniae et de Pseudomonas aeruginosa montrent des
niveaux de résistance plus ¢levés a I’Imipéneme (5,76%) par le fait que ces bactéries connues
par leurs capacité a développer des résistances multiples, notamment en acquérant et en
exprimant des carbapénémases, telle que la KPC pour K. pneumoniae et via des mécanismes
d’efflux actifs pour Pseudomonas aeruginosa ou encore 1’usage plus fréquent des
carbapénemes dans les traitement contre ces pathogenes. La sensibilité est relativement élevée
(11,11%) pour 27 souches testées de Klebsiella et de 8,23% pour 20 souches testées de
Pseudomonas aeruginosa ; ceci suggere que I’imipénéme reste partiellement efficace. Nos
résultats étaient également inferieurs a ceux de FATNASSI (2020) et de ELGARNI et NAILI
(2019).

Une souche d’E.cloacae parmi I’effectifs présente une résistance de 0,41%, ce résultat est
proche de celui rapporté par FATNASSI (2020), tandis que 12 souches étaient sensibles avec
un taux de 4,94%. Cela montre une susceptibilité toujours en cours a I’Imipénéme, ce qui en
fait une option thérapeutique potentiellement efficace pour traiter les infections causees par
cette espece.

En revanche S.marcescens ne présente aucune résistance a I’Imipénéme, ce qui similaire aux
résultats de BOUZERAA et BERRIHIL (2018).

Concernant I’Ertapénéme, les souches d’E coli isolées ont montré une résistance tres
faible (0,83%), tandis que 73 souches ont révélé un taux de sensibilité trés élevée
(29,34%).Cela exprime que I’ertapénéme est genéralement efficace contre les infections a E
coli parce qu’il peut facilement pénétrer dans les bactéries Gram-négatif de se lier aux protéines
liant les pénicillines (PLP), inhibant ainsi la synthése de la paroi bactérienne. Des étude ont
montré que I’ertapénéme peut étre efficace contre les souches d’E coli produisent des enzyme
(BLSE)(CHOUCAIR,2018).

Sept isolats de K pneumoniae ont par contre présenté une résistance plus élevée (2,89%) que
celle observée pour E. coli. Cela pourrait étre di a I'émergence de souches productrices de
carbapénemases, capables de dégrader I'antibiotique avant qu'il n'atteigne sa cible. Nos résultats
étaient proches de ceux rapportés par FATNASSI (2020).

La sensibilité et la résistance trés faible, voire nulle, des bactéries S marcescens et E cloacae a
I’Ertapénéme pourrait étre attribué au nombre limité de souches disponibles dans notre étude.

Bien que I'Ertapéneme soit efficace contre de nombreux pathogenes a Gram-négatif, il n'est pas
actif contre Pseudomonas aeruginosa en raison de I'absence des mécanismes de pénétration
nécessaires pour atteindre la cible intracellulaire de ce microorganisme (PATEL et al. ,2022).

Les analyses des résultats révelent des tendances significatives concernant la résistance
bactérienne a I'Imipéneme, influencées par le sexe et I'dge des patients, offrant ainsi une
perspective nuancée sur les facteurs contribuant a cette résistance. Les différences de résistance
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entre les sexes sont notables, avec une résistance élevée d'E. coli chez les femmes par rapport
aux hommes, potentiellement due a la fréquence accrue des infections urinaires chez les
femmes. Ce qui peut conduire a I’exposition plus fréquente aux antibiotiques par conséquent
une pression de sélection pour des souches résistantes. En revanche, Pseudomonas aeruginosa
montre une résistance plus élevée chez les hommes contre celles des femmes possiblement liée
a des comorbidités comme la maladie pulmonaire obstructive chronique. Pour K.pneumoniae
la résistance est également plus élevée chez les femmes soulignant I'importance du sexe dans
I'adaptation des stratégies thérapeutiques.

L'age des patients est également un facteur déterminant, avec une résistance a I'imipénéme
plus marquée chez les adultes que chez les enfants, probablement en raison d'une plus grande
exposition aux soins de santé et aux antibiotiques chez les adultes. Ces observations indiquent
que la personnalisation des traitements en fonction du sexe et de I'age est cruciale pour optimiser
I'efficacité des antibiotiques et prévenir le développement de résistances, nécessitant une
surveillance continue et des recherches supplémentaires pour ajuster les protocoles
thérapeutiques (SMITH et al.,2023).

L'analyse des données sur la résistance a I'Ertapéneme en fonction du sexe et de I'age
révele des variations significatives dans la prévalence de la résistance parmi les différentes
bactéries. Pour K pneumoniae, une résistance plus élevée est observée chez les femmes
comparée aux hommes ainsi que chez les adultes par rapport aux enfants. Ces tendances
pourraient indiquer que les femmes et les adultes sont plus exposés a des conditions ou a des
traitements favorisant le développement de la résistance. Les différences pourraient découler
de variations dans les pratiques cliniques, les antécédents médicaux ou les schémas de
prescription d'antibiotiques. En ce qui concerne E coli, une résistance lIégérement plus élevée
est notée chez les femmes par rapport aux hommes et les adultes présentent une résistance de
1,01% tandis que les enfants n'en montrent aucune. Ces résultats suggeérent que les adultes et
les femmes pourraient étre d’avantage exposés a des facteurs favorisant la résistance. A
I’opposé, S. marcescens, E. cloacae, et Pseudomonas aeruginosa ne montrent aucune résistance
a I'Ertapéneme dans les deux groupes d'age ou sexes, ce qui pourrait refléter I'efficacité
persistante de l'antibiotique contre ces especes ou des caractéristiques spécifiques de ces
souches. Ces observations soulignent I'importance d'examiner les facteurs de sexe et d'age dans
la résistance bactérienne pour mieux comprendre les dynamiques de résistance et optimiser les
stratégies de traitement en fonction des différents groupes de patients (EL-SHAZLY et
al.,2019).

L'ertapénéme et I'imipéneme sont des carbapénemes, une classe d'antibiotiques de dernier
recours utilisés pour traiter des infections séveres causées par des bactéries résistantes
aux autres antibiotiques. En raison de leur réle crucial, ils ne sont pas systématiquement testés
sur toutes les bactéries isolées en laboratoire. Cette stratégie vise a préserver leur efficacité en
limitant leur utilisation aux cas ou d'autres traitements ont échoué, ou lorsque I'infection est
suspectée d'étre due a une souche multirésistante. Cela aide a réduire le risque de
développement de résistances supplémentaires a ces antibiotiques précieux (TAMMA et al.
,2021). Nonobstant cet impératif, il est néanmoins important de maintenir la vigilance par une
surveillance permanente de ’efficacité de ces molécules et ce afin de maintenir leur statut de
molécules de dernier recours.
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Conclusion

Notre étude, menée au CHU de Tizi Ouzou, Nedir Mohamed, a permis d’analyser 244
prélévements, pour mieux comprendre la distribution et la résistance des entérobactéries et de
Pseudomonas aeruginosa aux carbapénemes en fonction du sexe, de I'dge et des services
hospitaliers.

Les résultats montrent une prédominance des infections urinaires causées par E. coli,
en particulier chez les femmes et dans le service de pédiatrie. Cette prédominance est
probablement liée a des facteurs anatomiques et physiologiques spécifiques aux femmes.
Pseudomonas aeruginosa, a majoritairement été isolé dans les prélévements de pus, soulignant
son caractére opportuniste, surtout dans les services d'urgence chirurgicale.

Les différences de résistance observées entre les sexes, avec une résistance plus élevée chez
les hommes pour Pseudomonas aeruginosa et chez les femmes pour K. pneumoniae et E. coli,
mettent en évidence l'importance de prendre en compte ces facteurs dans les stratégies
thérapeutiques.

Les antibiogrammes ont révélé une efficacité persistante des carbapénémes sur E. cloacae et S.
marcescens, bien que certaines souches aient montré des résistances préoccupantes, notamment
Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa. Ces résistances sont liées a des
mécanismes spécifiques tels que la production de carbapénémases et des systémes d'efflux,
nécessitant une adaptation constante des traitements.

Enfin, cette étude souligne I'importance d'une surveillance continue des profils de résistance
pour adapter les protocoles thérapeutiques en fonction des caractéristiques des patients et
des services hospitaliers. La lutte contre la résistance bactérienne passe par une gestion
rigoureuse des antibiotiques, une meilleure compréhension des dynamiques de résistance et
la mise en ceuvre de pratiques cliniques adaptées.
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Annexe

Annexe 01 :matériels
1-Matériel du laboratoire
1-2.Appareillage et verreries
-Bac bunsen

-pipettes pasteur stérile
-lames et lamelles

-biotes de Pétri stériles
-écouvillons stériles jetables
-Pied a coulisse

-Pince

-Poire

-Microscope optique
-Cellule de Malassez

-Anse de platine

-Etuve

-Seringues stériles

-Jarre

-Disques d’antibiotiques
-portoir

-Api 20E

-Micropipette
-Densitomeétre

-Embouts stériles

-tubes sec stériles

-VITEK

1-2.Produits et réactifs
-Eau physiologique stérile 2 0,9
-Huile d’immersion

-Violet de gentiane

- Lugol
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-Alcool a 90%
-Fuchsine

-Réactif Kovacs
-Reactif TDA (perchlorure de fer)
-NAOH ou KOH (VP1)
-Alpha- Naphtol (VP2)
-Réactif de catalase
1-3.Milieux de culture
-Gélose nutritive
-Milieu Hektoen
-Milieu chromogéne
-Gélose au sang frais
-Gélose au sang cuit
-Milieu Chapman
-Milieu Mueller Hinton
-Bouillon BHIB
-Bouillon SFB

-Milieu Sabouraud
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Annexe 02 : composition des milieu de culture
Gélose Nutritive : gsp/L

e Extrait de viande : 1,0g.

e Extrait de levure : 2,5¢.

e Peptone : 5,0g

e Chlorure de sodium : 5,09

e Agar-agar :15,0 g

o pH=7,0.

Gélose Mueller-Hinton : gsp/L

e Infusion de viande de beeuf : 300,0ml.

e Peptone de caséine : 17,5 g.

e Amidon de mais:1,5¢g

e Agar : 17 ,0g.

epH:7 4.

Gélose Hektoen : gsp/L

e Protéose-peptone : 12,0 ¢

e Extrait de levure : Facteur de croissance 3,0 ¢

e Lactose : critére de différenciation 12,0 g

e Saccharose : critere de différenciation12, 0 ¢

e Salicine : critere de différenciation 2,0 g

e Citrate de fer 11l et d’ammonium révélateur ’H2S 1,5 g
e Sels biliaires : inhibiteur 9,0 g

e Fuchsine acide : inhibiteur 0,1 g

¢ Bleu de bromothymol : indicateur de PH 0,065 g
e Chlorure de sodium : maintien de la pression osmotique 5,0 g
e Thiosulfate de sodium : précurseur d’H2S 5,0 g
e Agar14 0g
e pH=7 ,5+0,2

Gélose au sang frais
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e Infusion de cceur et de muscle 375 g
¢ Bothicone 10g

e Chlorure de sodium 5g

e Gélose 15¢

PH=7.4

Gélose au sang cuit

e Peptone de caséine 7,59

e Peptone de viande 7,59
eAmidon de mais 1g
ePhosphate dipotassique 49
eChlorure de sodium 5g
eHeémoglobine 10g

eAgar

PH=7.2

Gélose Chapman :qsp/L

e Peptone : 10 g

e Extraitde beeuf: 1 g

e Chlorure de sodium : 75 g
e D-mannitol : 10 g

e Rouge de phénol : 25 mg
e Agar:15¢g

e PH=7,440,2 2 25°C
Gélose Sabouraud :qgsp/L
e Peptone 10 g

e Glucose massé 20 g

e Agar-agar 15 g

e Eau distillé (gsp) 1000 ml
e Vitamine et facteurs de croissance

e PH=6,0 Bouillon
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BHIB :qsp/L

e Protéose-peptone 10,09

e Infusion de cervelle de veau 12,5 g

e Infusion de cceur de beeuf 5,0 g

e Glucose 2,09

e Chlorure de sodium 5,0 g

e Chlorure de sodium 5,0 g

e Hydrogénophosphate de sodium 2,59
o PH =74

Annexe 03 : les incubateurs
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Annexe 04 : Les antibiogrammes de la souche K.pneumoniae (photo original ,2024).

Annexe 05 : Résultats imprimé de 1’appareil VITEK




