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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Depuis les années 50, les antibiotiques ont été utilisés pour prévenir et traiter les maladies
infectieuses pouvant entrainer une morbidité importante et étre associées a des mortalités
(Torres et al. 2010). L’ utilisation des antibiotiques dans différents domaines a conduit a la

sél ection des souches résistantes.

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne aussi ancien que |'apparition des
antibiotiques (Lozniewski et al.2010). La résistance des bactéries aux antibiotiques reste
aujourd hui un probléme majeur de santé publique, la situation apparait particulierement
préoccupante en milieu hospitalier, ou les staphylocoques et certains bacilles a Gram négatif ;
entérobactéries, Pseudomonas et Acinetobacter, sont souvent responsables d' infections dues a
des souches multi-résistantes (Soussy, 2007).

La pression de sélection exercée par I’ utilisation importante et abusive de |’ antibiothérapie
et la diffusion épidémique des souches résistantes sont les deux facteurs principaux
conditionnant | évolution de cette résistance (Andremont, 2002).

Fondamental ement, la résistance aux antibiotiques chez les bactéries peut se disséminer de
deux manieres: diffusion clonale des lignées résistantes et transfert horizontal des genes de
résistance. Dans la plupart des cas, des génes de résistance sont intégrés dans les éléments
transmissibles tels que lesintégrons et les transposons (Witte, 2004).

La diversité des mécanismes de résistance impose une surveillance épidémiologique
périodique et la mise en place de mesures prophylactiques sérieuses notamment dans les
services a haut risque (Nazih et al, 1998).

Dans ce contexte, notre travail a éé entrepris dans le but d’ étudier la sensibilité des souches
de bacilles Gram négatif isolés de divers prélévements biologiques au niveau de I’ EPSP de

Boghni, Tizi Ouzou.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

|. Lesantibiotiques
|.1. Définition

Les antibiotiques sont des agents strictement antibactériens dont la toxicité sélective,
résulte d’un mode d’ action spécifique. |ls exercent un effet relativement lent (de I’ ordre de
I’heure) mais a faible concentration (de I’ordre de mg/L). Leur forte efficacité permet une
utilisation in vivo par voie générale (Bosgiraud, 2003). Les antibiotiques ont une origine
naturelle s'ils sont extraits d’ organismes vivants. IIs peuvent aussi étre obtenus par synthese
chimique totale ou partielle. Chague antibiotique posséde un mode d’ action spécifique et une
cible bien déterminée. En fonction de leur concentration et du temps de contact avec les
bactéries, ils peuvent étre bactéricides ou bactériostatiques (Robert, 2000)

Les antibiotiques sont groupés par familles ou classes en fonction de leurs propriétés
structurales. Pratiquement toutes les classes d’ antibiotiques ont éé découvertes dans un « age
d’or », qui s est étendu de 1936 a 1962 (Chardain H. et al ,2006)

I.2. Mode d’action des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs criteres : l'origine, la nature
chimique, le spectre d'activité et le mécanisme d'action (Yala et al., 2001). Selon leur mode

d’action, les antibiotiques sont classes en 5 groupes ( Tableau Ia, 1b, Ic, Id, et le).
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Chapitre I : Synthese bibliographique

Tableau | : Antibiotiques agissant sur laparoi (Nauciel et Vildé, 2005).
Famille Groupe Exemple Mode d’action
d’antibiotiques
Pénames Ampicilline
Amoxicilline
Carbénicilline Ils agissent sur la synthese du
Pénemes Imipénéme peptidoglycane en inhibant les proténes liant
lapénicilline (PLP).
B —lactamines Meéropéneme P (PLP)
. Les PLP ont une activité transpeptidasique,
Ertapéneme . .
_ _ carboxypeptidasique et transglycolasique.
Oxapénames | AmoxicillinetAcide || iviion des PLP aboutit a inhibition de la
ou clavulanique

clavams (acide

Ticarcilline + Acide

formation des ponts  pentacycliques

responsables de la structure réticulée de la

clavulanique clavulanique paroi. On obtient ainsi des formes rondes ou
Céphemes Céfazoline filamenteuses qui aboutissent a la lyse
Céfoxitine bactérienne.
Céftriaxone
Monobactames | Aztréonam
IlIs bloguent la polymérisation du

Vancomycine

peptidoglycane en se fixant sur la partie D-

Glycopeptides Teicoplanine AlaD-Ala terminde des peptides
impliqués dans la phase de polymérisation
du peptidoglycane.

Fosfomycine elle se fixe sur une enzyme impliquée dans

Non classé la formation de [I'acide N-acétyl

muramique qui est I’'un des précurseurs du

peptidoglycane.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

Tableau Il : Antibiotiques agissant sur la synthese protéque

Famille Antibiotiques Mode d’ action
Aminosides Streptomycine IIs se fixent sur la Sous unité 30S du
Kanamycine ribosome ou ils sinterférent avec la
Gentamicine synthése des protéines (Singleton,
2005).
Macrolides-Lincosamides- | Spiramycine lls agissent au niveau de la S/unité
Streptogramines(ML S) Lincomycine 50S du ribosome.

Pristinamycine

IIs inhibent la croissance de la chaine
polypeptidique en formation (Yala et
al. ,2001).

Tetracyclines Oxytetracycline IIs agissent au niveau de la sous unité
-Doxycycline 30S du ribosome en inhibitant la
-Glycylcyclines phase déongation de la chaine
polypeptidique, en empéchant la
fixation de I'aminoacyl-ARNt
(Bryskier, 1999).
Phénicolés Chlorampheénicol Inhibition de la peptidyl-transférase,
Thiampheénicol en se fixant sur la sous-unité 50S du
ribosome bactérien (Wareham et
Wilson, 2002)
Oxazolidinones Linézolide llIs se fixent sur la sous unité

ribosomale 50S et empéche sa liaison
alasous unité 30S (Nauciel et Vildé,
2005).
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Chapitre I : Synthese bibliographique

Tableau |11 : Différentes antibiotiques agissant sur la synthese des acides nuclé ques

Famille Antibiotiques Mode d’action

Quinolones Acide nalidixique, Ils agissent sur deux enzymes
Acide pipémidique, impliquées dans cette synthese:

Acide oxolinique ADN gyrase (cible principale des
. BGN) il forme un complexe ADN-

Fluméquine : .

ot gyrase-Quinolones qui va bloquer la

progression de |’ ADN polymérase

bactérienne au cours de laréplication

Péfloxacine . .
ADN topo- isomérase |V

Fluoroguinolones Ofloxacine L’ interaction entre I’ ADN, quinolone
et topoisomerase stimule la coupure de

Norfloxacine o o
I’ ADN et inhibe larelégation.
Ciprofloxacine (Hooper, 2002)
Rifamycine Inhibition de la transcription de I'ADN
Rifamycines Rifamycine SV en ARNm par inhibition de I'ARN
polymérase. (Nauciel et Vildé.2005)
Nitrofurantoine Elles agissent directement sur I’ ADN
. . provoguant diverses |ésions (coupures
Nitrofuranes Furazolidone et substitution de bases) (Nauiciel et
Nifuroxazide Vildé, 2005).

Tableau IV : Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique

Famille Antibiotiques Mode d’ action

Elles se fixent sur les phospholipides, et
Polymixines Polymixine B perturbent ains les transferts transmembranaires
Colistine de nutriments et inhibent les phosphorylations
oxydatives du métabolisme énergétique (Faucher
et Avril, 2002).
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Chapitre I : Synthese bibliographique

Tableau V : Antibiotiques agissant sur la synthése de |’ acide folique

Famille Antibiotiques Mode d’action
Sulfamides Sulfaméthoxazole Inhibent la synthése des folates, agissent en
Sulfaméthizole compétition avec le PABA pour le site actif, la
Sulfaguanidine dihydroptéroate synthétase (DHPS) qui catalyse
une réaction essentielle a la synthése de I’acide
tétrahydrofolique (DHF) nécessaire a la
production des purines et pyrimidines pour la
synthése de I’ acide nucléique (Lambert, 1995).
2-4 Trimethoprime Inhibent la synthése des folates, en se fixant sur la

diaminoptéridine

dihydrofolate réductase (Veyssier, 1999).

Sulfamides+

Trimethoprime

Sulfaméthoxazol e+
Trimethoprime

( Cotrimoxazole)

Agit sur les deux enzymes précédentes (Veyssier,
1999).

I1. Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques sest principalement développée durant les 50 dernieres

années par I'utilisation répandue et fréquente des antibiotiques favorisant une pression de
sdlection (Matyaraet al., 2008).

Plusieurs mécanismes de résistance ont été mis en évidence chez les bacilles Gram négatif

qui sont, par ailleurs, responsables de la magjorité des infections hospitalieres (60 %) et sont de

plus en plus multirésistants (Bollaet al., 2011).

[1.1.Définition

Une souche bactérienne est dite résistante & un antibiotique donné, quand elle est capable

de se développer en présence d’'une concentration en antibiotique significativement plus

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

Page 6




Chapitre I : Synthese bibliographique

On distingue deux types de résistance aux antibiotiques, naturelle et acquise.
A. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espéce qui touche toutes les
souches de |’espéce considérée. Elle est stable, transmise a la descendance (elle a pour

support génétigue le chromosome bactérien) (Lozniewski et al., 2010).
B. Résistance acquise

La résistance acquise est un caractére qui ne concerne que quelques (ou parfois de
nombreuses) souches d'une espéce donnée. Elle est moins stable, mais elle se propage
souvent de fagon importante dans le monde bactérien. Elle résulte d’une modification du
capital génétique de la bactérie, lui permettant de tolérer une concentration d’ antibiotique plus
élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme espece, et elle a é&té observée dés
le début de I’ antibiothérapie (Lozniewski et al., 2010).

I1.2. M écanismes génétiques de larésistance

Une bactérie peut acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands mécanismes
génétiques. L’un a pour support le chromosome et définit une résistance chromosomique,
['autre a pour support les plasmides ou les éléments transposables ou les intégrons et ils

définissent une résistance extra-chromosomique. (Lozniewski et al., 2010).
# Résistance chromosomique

Elle résulte d’ une mutation. C’est un phénomene rare, du au hasard et indépendant, Cette
indépendance des mutations constitue un des meilleurs arguments pour justifier I’ association
des antibiotiques. Elle n'est pas provoquée par la présence de I'antibiotique, ce dernier
révele la mutation de résistance en séectionnant les bactéries mutantes résistantes. Elle est
transmissible ; et permanente et a donc un caractere héréditaire (transmission sur un mode

vertical de bactérie-meére a bactéries-filles).

Toutes les mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’'une proténe
structurale ou enzymatique et une bactérie mutée est souvent contre-sélectionnée en |’ absence
d’ antibiotique. (Lozniewski et al., 2010).
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Chapitre I : Synthese bibliographique

# Résistance extra-chromosomique (plasmides)
Deux faits expliguent |I'importance de la résistance plasmidique :

1/ la résistance plasmidique est liée a la synthese de proténes additionnelles et non a une
modification des constituants normaux de |a bactérie.

2/ de nombreux plasmides de résistance sont conjugatifs ou mobilisables ce qui permet un
transfert horizontal ; ces transferts sont a I’ origine d’ une dissémination tres importante de la
résistance au sein des populations bactériennes. Les plasmides de résistance sont susceptibles
d’ évoluer par acquisition ou pertes successives de déterminants de résistance portés par des
déments génétiques transposables. Les ééments génétiques transposables permettent la
dissémination de genes entre des bactéries phylogéniquement éoignées. Comme pour la
résistance chromosomique, les genes de la résistance extra-chromosomique ne sont pas
induits par I'utilisation des antibiotiques qui se contentent de sélectionner les bactéries
résistantes. (Lozniewski et al., 2010).

I1.3. M écanismes biochimiques de larésistance
« Modification delacible

Des modifications méme minimes affectant la cible d'un antibiotique peuvent modifier et
diminuer I'affinité des deux (cible-antibiotique) et entrainer une résistance. La résistance aux
B-lactamines par altération des PLP a été décrite, mais ne semble pas €tre un mécanisme
prédominant pour les entérobactéries ou d’ autres especes de bacilles Gram négatif comme P.
aeruginosa ou Acinetobacter baumannii. Ainsi, une résistance aux B-lactamines touchant
essentiellement I'imipéneme et le mécillinam a pu étre décrite chez une souche de Proteus
mirabilis productrice d’ une PLP2 altérée (Cavallo et al., 2004).

La modification d'une des sous-unités de I'ADN gyrase (mutation des génes gyrA et gyrB)
provogue I'acquisition d'une résistance aux quinolones et aux fluoroquinolones. (De Lastours
et Fantin, 2010).
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Chapitre I : Synthese bibliographique

s Maodification de la perméabilité

Les changements de la membrane externe des bactéries & Gram négatif peuvent géner la
pénétration de I’ antibiotique en I’empéchant d’atteindre sa cible. Ce type de résistance est
généralement attribué a la perte ou a la modification des porines. Celui-ci est tres répondu

chez Pseudomonas aeruginosa (Maiti et al., 2006).

La sensibilité aux B-lactamines dépend du nombre de porines fonctionnelles. L’altération
des porines par mutation est a ’origine de résistance acquises aux f-lactamines, soit par une
modification structurale d’ une des porines essentielles, ce qui a été décrit chez E. coli, soit par
une diminution quantitative des porines, qui est la situation la plus fréequente (Cavalo et al.,
2004)

La résistance acquise est d’autant plus forte vis-a-vis des B-lactamines que la molécule est

plus volumineuse, plus hydrophobe et chargée négativement (Cavallo et al, 2004).

s Action des pompesd’ efflux

Les pompes defflux sont des transporteurs actifs. Il existe 5 familles de pompes
defflux classées selon deux critéres: d’'une part la source d'énergie nécessaire a leur
fonctionnement (gradient éectrochimique ou hydrolyse de I’ ATP), d autre part leur structure

secondo-tertiaire.

Chez les bactéries a Gram négatif, les systemes d' efflux sont souvent des complexes
protéiques ternaires avec une pompe transmembranaire, une protéine périplasmique de
jonction et une porine de la membrane externe. Les pompes les plus fréquemment rencontrées
sont de type RND (Resistance-Nodulation cell Division) comme AcrB chez E. coli, MexB
chez Pseudomonas aeruginosa et EmrE chez E. coli. Les protéines TetA, TetB, TetC, TetD et
TetE sont trés largement distribuées chez les Enterobacteriaceae et les Pseudomonadaceae
(Cattoir, 2004).
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Chapitre I : Synthese bibliographique

« Production d'enzymesinactivant les antibiotiques

C'est un meécanisme tres fréguent, trés important mais aussi trés varié. Ces enzymes
produites, inactivent I'antibiotique en le modifiant ou en I'hydrolysant (Poole, 2004)

Dans le cas des bacilles Gram négatif, la résistance bactérienne aux fB-lactamines est due
principalement a la production d’enzymes (B-lactamases) capables d’hydrolyser le noyau 3-
lactame, inactivant I'antibiotique avant qu'il N’ atteigne sa cible (PLP) (Rodriguez-Villalobos
et Struelens, 2006).

L’inactivation enzymatique par des acétyltransférases, des nucléotidyltransférases et des
phosphotransférases est le mécanisme de résistance le plus souvent observé pour les
aminosides. Il permet d' expliquer la résistance de plus de 95 % des souches d’ entérobactéries

ainsi que d Acinetobacter spp. aux aminosides (Magnet et Blanchard, 2005).

Les estérases sont caudées par deux genes ereA et ereB portés par des plasmides, elles
causent | ouverture des macrolactones de I'érythromycine et de I'oléandomycine, ces enzymes
sont présentes aussi bien chez E. coli que chez Citrobacter, Proteus, Klebsiella et
Enterobacter (Katz et Ashley, 2005).
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Chapitre II : Matériel et méthodes

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de L’ EPSP(Etablissement Public de
Santé de Proximité) de Boghni durant la période du 14 Avril au 15 Ma 2012, pendant
laguelle on a déterminé la sensibilité aux antibiotiques des souches de bacilles a Gram négatif

a partir de plusieurs prélévements biol ogiques.

Les différents milieux de culture et réactifs utilisés durant cette étude, et leurs

compositions sont données en annexe (Annexe N°Il).

|. Isolement

|.1. Uroculture

Oeme

A partir de la solution d’'urines homogénéisée diluée au 1/10°™, on ensemence par
étalement respectivement une gélose nutritive (GN) et une gélose Hektoen (HK) ou
desoxycholate. Aprés on incube les boites & 37°C/24 heures. Pour le diagnostic d’infection
urinaire, on a retenu les critéres de Kass: leucocyturie supérieure a 10* UFC/ml avec

bactériurie supérieure & 10° UFC/ml (Bouzenoune et al ., 2008).

|.2. Isolement a partir de pus

L’écouvillon est introduit directement dans un bouillon glucosé tamponné. Aprés
incubation a 37C° pendant 24 heures, on ensemence a partir de ce bouillon une GN et HK et

on incube les boites a 37C°/24 heures.

|.3. Isolement de P.V(Prélevement Vaginal)
L’ écouvillon est déchargé sur la gélose nutritive, et sur Hektoen en effectuant des stries.

L’incubation sefait 2 37C°/24 heures.

Il. Purification

Apres incubation, on examine |’ aspect des colonies sur les milieux de culture utilisés. On

procede ala purification de la souche en réalisant des repiquages successifs.
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Chapitre II : Matériel et méthodes

[11. Identification

Apres la purification, I'identification préliminaire des souches a éé orientée par les
résultats de la coloration de Gram, catalase, oxydase, et par les caractéres culturaux des
souches observés sur les milieux utilisés. Une galerie biochimique a été réalisee pour

I"identification de I’ espéce (tableau I1).

» Galeriebiochimique

Tableau VI : Techniques d’identification des souches d’ entérobactéries (Le Minor et
Richard, 1993)

Test Principes Lecture

» Fermentation positive de
lactose: virage au jaune de
la pente

» Fermentation positive de
saccharose: virage au jaune
de larégion médiane.

On ensemence |a pente par des

Etudedela stries puis on réalise une piqdre

fermentation des

B g centrale. L’incubation sefait & » Fermentation positive de

X d 37°C pendant 24h. glucose: virage au jaune
d’H.Set degaz sur fond du tube

TS » Production de gaz : présence
debulled ar

> Production d'H,S:

noircissement du tube

Etude de la mobilité
et de la fermentation
du mannitol  sur

L’ ensemencement se fait a |'aide
d'une anse de platine par une
pigire centrale. L’incubation est
effectuée a 37°C pendant 24h.

Fermentation de Mannitol
positive: virage au jaunedu
tube

Présence d’'une Mobilité :
diffusion de part et d autre
delapiglre centrale.

milieu Mannitol
mobilité

Recherche de
|’Uréase et

production d’indole,
sur  milieu urée
indole

On ensemence le milieu urée indole
et on|’incube & 37°C pendant 24h.

Pour mettre en évidence la
production d'indole on additionne
guelques gouttes du réactif de
Kovacs.

Production d'une Uréase:
coloration rose viol ette.
Production d'indole:
apparition  d'un  anneau
rouge ala surface.

Page 12




Chapitre II : Matériel et méthodes

On ensemence le milieu, aprés
I"incubation a 37°C pendant 24h on | VP+: coloration rouge cerise du
Production de VP sur | goute les réactifs de Voges | milieu

milieu Clarck et Lubs | proskauer (VP et VPII) et on
chauffe.

Recherche de Ila| On ensemence le milieu, puis on

nitrate réductase sur | incube a37°C pendant 24h. ) _
bouillon nitraté Production d’'une nitrate réductase :

on goute guelques gouttes de | coloration rouge.
réactif NRI et NRII.

Etudedela On ensemence le milieu Moeller | Moeller T : coloration jaune.
deégradation femon et Mosller ADH, ODC. | pjope ou ADH+:  coloration
. . violette.
des acides aminés On crée |’ anaérobiose par I’ addition
de I'huile de vaseling, puis on
incube & 37°C pendant 24h.

On dépose au centre d'une lame | Catalase positive: dégagement des
propre  quelques  colonies

Ao s . bulles gazeuses d oxygene
prélevées a partir d'une culture

Recherchedela

catalase pure e on agoute quelques | (Effervescence).

gouttes d' eau oxygenée (H.0,) a

10%.

On dépose sur une lame propre | oxydase positive: coloration

un disgue imprégné de solution | . . — .
F’zecherchede doxydase fixée par I'eau violette qui se noircie apres
I’ oxydase

digtillée, puis on dépose une | quelques seconde.
colonie a éudier.

VI.Etude dela sensibilité des bacilles Gram négatif aux antibiotiques

La sensibilité des souches identifiées aux antibiotiques est évaluée par la méthode
de [I'antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueler-Hinton selon les
recommandations du Comité Francais de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM, 2010).
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Chapitre II : Matériel et méthodes

A partir d'une culture de 24heures sur milieu gélosé, on préléve 3 a 5 colonies bien
isolées et parfaitement identiques et on les dissocie dans 5ml d'eau physiologique. On
homogénéise au vortex. On réalise une dilution de 10, et on ensemence par écouvillonnage
les boites de gélose Mueller Hinton. On dépose les disques d’ antibiotiques & tester (tableau
N°lIl1) et onincube pendant 24heures 437°C.

On mesure les différents diamétres des zones d’inhibition pour chague antibiotique.
L’interprétation en sensible (S), Intermédiaire (1) et Résistant (R) a été faite selon les critéres
définis par le comité Francais de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(CFA-SFM ,2010).

Tableau VII: Différents antibiotiques testés et diametres des zones d’ inhibition en (mm)

Antibiotique Abréviation | Famille Charge (1Q) S R

Pefloxacine PEF Fluoroquinolones | 5 >22 <16
Acide Pipemédique | PI Quinolones 20 >19 <14
Doxycycline DO Tétracycline 30 >19 <17
Triméthoprime- SXT Sulfamide 5 >16 <10

Sulfamtéthoxazole

Ceftriaxone CRO B-Lactamine 30 >26 <23
Amoxicilline AML B-Lactamine 25 >23 <16
Gentamycine GN Aminoside 120 >18 <16
Kanamycine K Aminoside 30 >17 <15
Streptomycine S Aminoside 500 >15 <13
Nitroxolin NI Divers 20 >30 <12
Spiramycine Sp Macrolides 100 >24 <19
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Résultats et discussion

|. Caractéristiquesdela population étudiée
Au cours de notre étude, 155 prélévements ont été analysés, 115 patients sont du sexe
féminin et 40 sont du sexe masculin (sex-ratio = 2.87). La catégorie d’ age alant de 30 a 45

ans renferme le plus de patients (38.27%).

%

35,00% 32,26%

30,00%
0 26,45%

25,00%

20,00% 18,70%

15,00% 12,90%
9,67%
10,00% R

—

0,00% T T T T ]
[1j-15 ans[ [15-30 ans| [30-45 ans| [45-60 ans[ >60 ans

Figure N°1: Répartition des patients selon les tranches d’ &ge.

II. Prélévements effectués
Sur les 155 préévements effectués, 132 (85.16%) sont des prélévements urinaires, 19

(12.26%) sont des prélévements vaginaux, et 4(2.60%) sont des prélevements de pus.

[11. Identification des souches isolées

Au total, 45 souches a Gram négatif ont été isolées et identifiées a partir des divers
préevements. Ainsi, nous avons identifié 39 souches d’entérobactéries (dont 34 souches
d’E.coli, 2 souches de Klestiella sp, 2 souches de Proteus sp, et une souche d'Enterobacter

Sp), et 6 souches de Pseudomonas aeruginosa (figure 2).
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L’ espéce la plus fréquemment isolée est E. coli avec un taux de 75,55%, suivie par
Pseudomonas aeruginosa avec 13.33%.

Taux d'infection
% 75,55

80
70

60

| E.coli
50 _
Pseudomonas aer uginosa

40 m Klebsiella pneumeniae

30 ® Proteus mirabilis

Enterobacter
20 ¥

444 444 5y

P S
[ e
[ | 4 >

I

10

Espéce

Figure N°2: Répartition des souches isolées par espéce.

I11.1. Répartition des souches par originede préévement

40 souches (88.88%) sont isolées des prélévements urinaires, 3 souches (6.66%) sont
isolées de PV, et 2 souches (4.44%) sont isolées des prélévements de pus. le taux d'infection
urinaire et de 88.88% et I’ espece la plus impliquée est E. coli avec un taux d’isolement de
75.55%, résultats comparables a ceux de Ben Hag Khalifa et Khedher (2010) avec un taux

d’isolement d’E.coli de 64,25 % responsable de I’ infection urinaire.

V. Sensibilité des souches aux antibiotiques

Nous avons testé la sensibilité des 43 souches précédemment identifiées vis-a-vis de
11 antibiotiques de différentes familles. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-

dessous.
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: Résultats de I’ antibiogramme

Tableau VIII
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g
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N NENNIENNNIEIENNIEIEIENIEWNENNEKIXXIX|IEKIXIXOVWON WKV XK XX x m|x 0nwmx
$RRRRRRRRRRRRRRSRRRRRRSRSSSSRRRRRRRRS x X o (s ladiind
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O EnXXnnxnxxXxixxnnmEwnnmrermnrmn|xixxnomn|Xixlxxion|x x (ndiing 0mx|x
m
O XXX WENOHNnNnnNnnNIENnNnnnnemx|lxxxrxnnmrrerwmernom| x| x xwm xow|—
—
=
|Xxxunlrrror || x| XItnnt XX |k wn x X o o
Y KXW XKXIEWVNKEN XX KXIEIKEIEONWEWNKEKXXXEODONONNIEXZZOND NN XX x (ndiing 0mx|x
=z
ORIhdhdhidhiidhidhidhidhidhrdi'dlidladiadidhrdlidisdidirdhrdirdisdirdirdirdladladisdadirdladladiag s i) 1n'd x X o nunwnm
4 8
3 3 |of, 588
Q — =| O
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|Paeruginosa |R [1 |S [s |R [R |[Ss s [R |R |S |
R : Résistant S: Sensible | : Intermédiaire

Remar que : 02 souches (une souche de P.aeruginosa et une K.pneumoniae) n’ont pas été
testées et ne sont pas donc comptabilisées.

La figure ci-dessous représente le taux de résistance des souches isolées pour chague

antibiotique testé.

Résistance %
100,00% 70%
90,00% 83,72% 83,72%
80,00%
70,00%
60,00% 53,49%
50,00% 44,18%

40,00%
30,23%

-‘ 25,58%

Figure N°3: Taux derésistance des souches isolées aux antibiotiques testés

30,00%
20,00%

10,00%

0,00% - T
GN AML SP SXT Pl DO

Les taux de résistance les plus elevés sont observés pour la gentamicine (90.70%),
amoxicilline et spiramycine (83.7%), Triméthoprime-sulfaméthoxazole (74.42%), acide

pipémidique (65.11%) suivie par le reste des antibiotiques testés représentés dans lafigure 3.

La résistance aux aminosides (gentamicine, kanamycine et streptomycine) se manifeste
par plusieurs mécanismes mais le mécanisme le plus fréquent est la production d’enzymes
modificatrices (Lambert et al., 2006).

Larésistance aux J -lactamines repose essentiellement sur la synthése de f3 -lactamases

plasmidiques généralement sensibles aux inhibiteurs de S -lactamases (Maurin et al., 1995).

La résistance aux quinolones est souvent due a des mutations de la cible de ces
antibiotiques (Joly et Reynaud, 2003).
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V.1. Taux derésistance des souches d’entérobactéries aux antibiotiques

On note dans la figure ci-dessous que le taux de résistance le plus élevé des
entérobactéries est observé pour la gentamycine avec un taux de 97.36%, suivie par
I”amoxicilline (86.84%), spiramicine (81.57%), et triméthoprime-sulfaméthoxazole (71.05%).

57,89%
@ 52,63%

47,36%
50,00%
40,00%
30,00% -‘ 26,31% 3 68%
20,00%
10,00%

0,00% T T T T T T T
GN AML SP SXT Pl K

7,36%
100,00%
. 86,84%
90,00% 81,57%
80,00% -I 71,05%
70,00% 63, 154 60, 52%

60,00%

Figure N°4: Taux de résistance des souches d entérobactéries aux antibiotiques

V.1. Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques testés
Sur les six souches de Pseudomonas aeruginosa identifiés nous avons téstés la sensibilité

de 5 souches aux antibiotiques et les résultats sont représentés dans la figure 5.
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% de résistance

100% 100%
100%

90% 80% 80% 80%
80%

70% 60% 60%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
(R - a2 _an__&a e

SP SXT PI DO AML K CRO S GN PEF NI

40%

40% 40% 40%

Figure N°5: Taux de résistance des souches de pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

7

testes

Pseudomonas aeruginosa présente une multirésistance aux 11 antibiotiques testés, dont 5/5
(100%) des souches sont résistantes au Triméthoprime-sulfaméthoxazole et a la spiramycine,
4/5 (80%) sont résistantes a |’ acide pipemidique, ala doxicycline et al’amoxicilline, 3/5 sont
résistantes a la ceftriaxone et au kanamycine, et 2/5 (40%) sont résistantes a la streptomycine,

alagentamycine, au pefloxacine, et au nitroxolin.

Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistante a de nombreux antibiotiques car ils
secretent une céphal osporinase qui provoque 1’inactivation des p-lactamines.

Cette bactérie présente de trés nombreux mecanismes de résistance (qui peuvent étre
associés) comme |’imperméabilité par déficits en porines ou par mutation du LPS, et surtout
par des mécanismes de pompes a efflux actif cequi justifie sa multirésistance.

La résistance au triméthoprime-sulfaméthoxazole a enregistré un taux de 100% ce qui
peut s expliquer par saforte utilisation dans le traitement des infections ambul atoires.
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Conclusion

Au cours de notre étude effectuée au niveau du laboratoire d’ analyses bactériologiques
d’ EPSP de Boghni de lawilaya de Tizi Ouzou durant la période allant de 15 avril jusqu’au 15
mai 2012, 155 patients ont été inclut dans cette éude.

45 souches de bacilles a Gram négatif ont éé isolées et identifiées dont 39 souches
d’ entérobactéries et 6 souches de Pseudomonas aeruginosa. La majorité des souches sont

d’origine urinaire (88.88%) et |’ espéce la plus frequemment isolée est E. coli (75,55%).

La majorité des souches sont résistantes aux antibiotiques testés, 90.70% sont résistantes a
la gentamycine, 83.7% sont résistantes a I’amoxicilline et a la spiramycine, 74.42% au

Triméthoprime-sulfaméthoxazole, et 65.11% a |’ acide pipémidique

La dissémination des souches résistantes liée a la circulation des génes entre les bactéries
rend compte de la rapidité avec laquelle évolue le phénomene de la résistance au sein du

monde bactérien et |e dével oppement de bactéries multirésistantes (BMR).

Le développement et la recrudescence de ces BMR, a comme conséquence une
consommation accrue de certains antibiotiques plus précisément les molécules les plus
récentes comme les B-lactamines, les fluoroquinolones et les glycopeptides, entrainant ainsi

une escal ade des résistances.

Les mesures tendant a prévenir et a maitriser la propagation de la résistance bactérienne
doivent agir sur les facteurs conditionnant son émergence et son évolution. Il s agit en premier
lieu de diminuer la pression de séection exercée par I’ utilisation abusive des antibiotiques et
en deuxieme lieu d’ appliquer les mesures d hygiéne nécessaires pour éviter |’apparition

d’ autres foyers d'infection et d’ autres mécanismes de résistance.
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Annexe |
Questionnaire
NO: /-/-/-/
DATE : /-/-I-/
NOM ET PRENOM :
SEXE : Masculin /-/ Féminin /-/
AGE : /-I-I mois [-I-I années

HOSPITALISATION DANS LES 3 MOIS PRECEDENT :
Oul /-I-1 NON /-/-/

S| OUI, LE SERVICE
D HOSPITALISATION ..ot e e

ANTIBIOTHERAPIE : OuUl /-/-1 NON /-/-/
ANTIBIOTIQUEADMINESTRE : ...,
DATEDEDEBUT : ...

TYPEDEPRELEVEMENT ..o

RESULTAT :

EXAMEN DIRECT : POSITIF /-/ NEGATIF /-/
CYTOLOGIE & o e
NUMERATION Lo e
CULTURE: POSITIVE /-/ NEGATIVE /-/
GERME [SOLE @ ..o
ANTIBIOGRAMME : FAIT /-I-] NON FAIT /-/-/

SENSIBLE:

RESISTANT & oo e
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Annexell

La composition des milieux de culture et desréactifs utilisés

(Pour 1l d’eau distillée) (Le Minor et Richard, 1993)

Gélose Hektoen
Peptone pepsique de viande 15¢
Extrait de viande 30
Extrait delevure 39
Chlorure de sodium 59
Selshiliaires 49
Sdlicine 20
Lactose 129
Saccharose 129
Fuchsine acide 01g
Bleu de bromothymol 0,064 g
Agar 189
pH=7,5
Bouillon Nitrate
Peptone de viande 109
Extrait de viande 509
Chlorure de sodium 59
Nitrate de potassium 19
pH =7,2
Gélose Muéller-Hinton
Infusion de viande de beeuf 3009
Hydrolysat de caséine 1759
Amidon 15gpH 7.4
Agar 179
Géose mannitol-mobilité
Peptone trypsique de viande 2049
Mannitol 29
KNO3 1g pH76
Rouge de phénol a1 % 0.04¢

Agar 49



Géose TSI

Extrait de viande de boeuf
Extrait de levure
Peptone trypsique
Chlorure de sodium
Citrate ferrique
Thiosulfate de sodium
Lactose

Glucose

Saccharose

Rouge de phénol

Agar

Milieu Urée-Indole

L-tryptophane

Phosphate monopotassique
Phosphate bipotassique
Chlorure de sodium

Urée

Alcool a90°

Rouge de phénol

Milieu Clark-Lubs

Peptone trypsique de viande
Phosphate bipotassique
Glucose

Milieu Moeller

Peptone pepsique de viande
Extrait de viande

Pourpre de bromocrésol
Rouge crésol

Glucose

Pyridoxal

Thiosulfate de sodium

Bouillon nutritif

Peptone
Extrait de viande
Chlorure de sodium

Annexes

59
5gpH7

=xe
59
0,019
0,005gpH 6
059
0,005¢g
0.39

10g
5gpH 7,2
59
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Réactif de Griess| (NRI)

Acide parasulfanilique 89
Acide acétique 5N 11

Réactif de Griess|l (NRII)

a-naphtylamine 6g
Acide acétique 5N 11

Réactif de Kovacs

Alcool amylique 59
Paradiméthylamino-benzal déhyde 75 mi
HCI pur 25 ml
Réactif de TDA

Soluté de perchlorure de fer feCl3 10 ml
Eau distillée 20 ml
Réactif de VPI

a-naphtol 6g
Alcool a90° (gsp) 100 mi
Réactif VPII

NaOH 4N

Alcoal

Eau oxygenée
Violet de gentiane
L ugol

Fushine
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Résultats de la galerie biochimigque

: |8 HE 1k
suche | 8|5 |olg | B15|0 |N|8|8 |B |8 8] 2|
SOl E |ZI>2]lOo|x |[O|J]=|= |< |Oa]|O|O
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Résumé

Au cours de notre étude réalisée au niveau de I’'EPSP de Boghni, Tizi Ouzou durant la
période datant d’ Avril a Mai 2012, nous avons isolé 45 souches de bacilles a Gram négatif a
partir des prélévements d’ urines (88.8%), vaginaux (6.6%), et de pus (4.4%). 39 souches ont
été identifiées comme des Entérobactéries (86.6%) et 6 comme P.aeruginosa (13.3%). E. coli

est I’ espece la plus fréquemment isol ée (75.5%).

Le taux de résistance aux antibiotiques le plus élevé est observé pour la gentamycine
(90.7%), suivi de I’amoxicilline et spiramycine (83.7%), Triméthoprime-sulfaméthoxazole
(74.4%), et I’ acide pipémidique (65.1%).

Mots clés: EPSP de Boghni, Antibiotiques, Résistance.

Abstract

During our studies conducted at the EPSP of Boghni, Tizi Ouzou during a period from
April to May 2012, we have isolated and identified 45 bacterial strains, from urine samples
(88.8%),vaginal samples (6.6%), and wound (4.4%). 39 isolates were identified as
Enterobacteriaceae, 6 as P.aeruginosa (13.3%). E. coli isthe species most frequently isolated
(75.5%).

The high rate of antibiotic résistance was observed for gentamycin (90.7%), followed by
amoxicillinand spiramycin (83.7%), Trimethoprim-sulfamethoxazol (74.4%), and pipemidic
acid (65.1%).

Keywords. EPSP of Boghni, Resistance, Antibiotic.
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