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Introduction

Introduction :

Au cours des cinquante dernieres années, les antibiotiques ont joué un rdle crucial dans la
lutte contre de nombreuses maladies et infections et leur développement a révolutionné le
traitement de ses maladies. Cependant, avec l'utilisation croissante et parfois injustifiée de ces
molécules, les bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines sont devenues

résistantes aux antibiotiques. (Cosgrove et al., 2005 ; Maragakis et al., 2008).

Ce sont les bacteéries et non les étres humains ou les animaux qui deviennent résistantes, elles
peuvent alors provoquer chez I'nomme ou I'animal des infections plus difficiles a traiter que

celles dues a des bactéries non résistantes.

La prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dans le domaine
de la santé. En devenant insensibles a tout traitement, ces bactéries limitent la gamme
d’antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. La situation est d’autant plus alarmante
que les infections causées par les bactéries résistantes entrainent souvent une prolongation de
I’état pathologique et un accroissement du taux de mortalité. L’acquisition de ces multiples
résistances a engendré une perte d’efficacité de 1’antibiothérapie pour finalement conduire a

une impasse thérapeutique (Guinoiseau, 2010).

L’apparition de résistance antimicrobienne dans les bactéries commensales est une indication

de I’émergence de souches bactériennes résistantes dans la communauté (Kijima-Tanaka et
al, 2003).

Une surveillance réguliére de la résistance de ces bactéries, au niveau des laboratoires, est
nécessaire dans le cadre de la stratégie de détection précoce de la résistance aux antimicrobiens

dans la communaute. (Goodyear, 2002).

Dans le but d’avoir de nouvelles données épidémiologiques concernant I’antibiorésistance des

germes isolés dans le laboratoire de la région d’Ain-Temouchent nous avons tenté de :

e Avoir un état de lieu sur les bactéries isolées au niveau d’un laboratoire d’analyses

microbiologiques provenant de différents types de prélévements

o Etudier leur profil de résistance vis-a-vis quelques antibiotiques
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I- Bactéries

1- Définition :

Une bactérie est un micro-organisme unicellulaire classée parmi les procaryotes (Charles N et
Jean L.V, 2005). Le matériel génétique est présent dans le cytoplasme sous forme d’un
chromosome unique circulaire. Elle se reproduit par scissiparité : chaque division bactérienne
donne naissance a deux bactéries filles identiques, elle est capable d'échanger du matériel et
d'acquérir ainsi de nouveaux caractéres (Egan AJF et Vollmer W, 2013). La taille d’une
bactérie varie entre 1 a 10 um. elle est également dépourvue d'appareil mitotique n'a pas de
mitochondrie, pas de réticulum endoplasmique et pas d'appareil de golgi ne possedent qu'un
seul chromosome et qui sont dépourvues de membrane nucléaire par contre la plupart des
bactéries posséde un constituant qui leur est spécifique : le peptidoglycane (ROUGIER, 2010).

Les bactéries sont des organismes de formes variées :

-Bactéries de formes arrondies ou coque isolées, en chainette ou en amas (nombre variable de
cellules), exemple: Staphylocoques, Streptocoques ...

-Bactéries de forme allongée ou bacilles isolés, en chainette ou amas, de longueur et diametre
variables, exemple : E. coli, Salmonella, Bacillus etc....

-Bactéries de forme spiralée, spirilles ou spirochetes comme : C.jejuni (Lansing M et al. ,
2018)

Figure 1 : les différentes formes de bactéries (Pearson Scott Foresman, 2007)

2- Anatomie des bactéries :

La bactérie est une cellule vivante constituée d’éléments obligatoires et d’éléments facultatifs

2.1- Les éléments obligatoires :
2.1.1- Le chromosome :

le chromosome bactérien est unique et le plus souvent circulaire. L’ADN bi caténaire forme


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bacteria_(PSF).jpg?uselang=fr
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Un nécloide : chromosome sur enroulé associé a des protéines. De I’ARN et des enzymes.

2.1.2 - Le cytoplasme :

Délimité par la membrane cytoplasmique. C’est un sorte de gel a ph neutre contenant de I’eau
et des ribosomes, des substances de réserve, des organites spécialisés ; chromatophores et

vacuoles a gaz (Yahiaoui, 2014)

2.1.3 - Les ribosomes :

Sont des corpuscules arrondis minuscules, d’environ 0,025 um de diamétre, faits d’ARNTr la
sous unité ribosomique 30S contient I’ARNr 16S, tandis que la sous unité 50S contient les
ARNIr 58S et 23S), et de protéines. lls sont le site de syntheses des protéines (Lansing M et al.
,2018)

_ARNr 58

~ Protéines
de la GSU

Protéines

< ARNr 23S
de la PSU 3

ARNr 16S

L —_—

T T
(d) Sous-unité 30S Sous-unité 50S

Figure 2 : ribosome bactérienne (Lansing M et al. ,2018)

2.1.4 - La membrane cytoplasmique :

Est constituée d’une double couche de molécules lipidiques de 7 a 8 nm d’épaisseur, dans
laquelle des molécules de protéines sont partiellement ou complétement enchassées. Elle
contrdle les échanges de la cellule avec I’extérieur et contient le systéme de transport des

¢lectrons, impliqué dans la production du d’énergie (Charles N Jean L.V, 2005)

2.1.5 -La paroi bactérienne :
Une couche externe solide qui détermine la forme cellulaire. Elle constitue également une

barriére de perméabilité qui exclut diverses molécules. D’une espéce bactérienne a I’autre on
peut distinguer deux grandes classes de bactéries a 1’aide de coloration de Gram, elles seront
alors soit Gram positives (violet) ou Gram négatives (rose). Structurellement c’est I’épaisseur
du peptidoglycane qui permet ce classement : si le peptidoglycane est épais et riche, il s’agit
d’une bactérie Gram +, s’il est fin et composé en majorité de lipide, il s’agit d’une bactérie

Gram -. (Vincent B et al. ,2013)


https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Charles+Nauciel%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jean-Louis+Vild%C3%A9%22
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Acide lipoteichoique  Acide teichoique
9

Peptidoglycane

Paroi celiuiaire

Espace
penplasmique

Membrane
plasmatique

: 1)
i

SAMI)

Figure 3 : la paroi des Gram + Figure 4 : la paroi des Gram -
(Lansing M et al. ,2018) (Lansing M et al. ,2018)

2.2 -Les éléments facultatifs :

2.2.1 -Les plasmides :

Les plasmides sont de petits éléments, circulaires constituant du matériel génétique extra-
chromosomique. Ils sont autonomes et capables de se repliquer indépendamment du
chromosome. Les plasmides ne sont pas nécessaires a la bactérie lorsque celle-ci se multiplie
dans un milieu favorable ils peuvent porter des génes donnant a la bactérie un avantage sélectif
dans un environnement hostile ex ; des genes intervenant dans son pouvoir pathogene (Charles
N et Jean L V, 2005)

2.2.2 -L.a Capsule :

Est une structure extérieure non constante entourant la bactérie. Sa constitution est le plus
souvent polysaccharidique, parfois protéique. Elle n'est pas colorable par les techniques
bactériologiques. La capsule peut jouer un rdle important dans le pouvoir pathogene de certains
bactéries en empéchant la phagocytose (Charles N et Jean. L V, 2005)

2.2.3 - Les pilis :

De nombreuses bactéries possedent de courts appendices minces et fins comme les cheveux
habituellement appelées fimbriae ou pili (Lansing M et al. ,2018). Différencies-en :

— Pili commun : un élément qui permet aux bactéries d'adhérer aux supports.

— Pili sexuel : creux a l'intérieur, capable de transmettre I’ADN bactrien par conjugaison.


https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Charles+Nauciel%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Charles+Nauciel%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jean-Louis+Vild%C3%A9%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Charles+Nauciel%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jean-Louis+Vild%C3%A9%22
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2.2.4 -Les flagelle :

Ils sont des filaments de plusieurs microns de long (12-20 Um) pour une 20 nm de diametre.
Ils sont constitués de sous unités répétitives d’'une méme protéine : la flagelline qui assurent le
mouvement de la bactérie. Les flagelles sont des structures rigides et minces on a plusieurs
types de bactéries selon le type de flagelle :

Les bactéries monotriches ; ont un seul flagelle situé a une extrémité.

Les bactéries amphitriches ; ont un seul flagelle a chaque extrémité.

Les bacteries lophotriches ; ont une touffe de flagelles a une ou deux extremités

Les bactéries peéritriches ; ont des flagelles distribués sur tous les flagelles (Lansing M et al
,2018)

Figure 5 : observation microscopique des flagelles

(Lansing M et al. ,2018)
2.2.5 -L’endospore :
Certaines bactéries a Gram+ capable de différencier en spores lorsqu’elles se trouvent dans des
conditions défavorable. Les spores résistent a la chaleur elles peuvent persister trés longtemps
dans I’environnement leurs résistance explique les températures qu’il faut atteindre au cours
des procédures de stérilisation, dans des conditions favorables les spores redonnant naissance a

des formes végétatives (Charles N et Jean .LV, 2005).

2.2.6 -les inclusions cytoplasmiques :
Les inclusions sont fréquentes dans toutes les cellules elles sont dues a I’accumulation de

substances organiques ou inorganiques, elles prennent la forme de granules de cristaux ou de
globules certains sont entourées d’une gaine ou membrane faite d’une monocouche de protéines
ou d’un mélange de protéine et de phospholipides, certains inclusions sont entourées par des
invaginations de la membrane cytoplasmique. Nombre de ces corpuscules servent de réserves

ex : des composants carbonés ou réduisent la pression osmotique (Lansing M et al. ,2018).


https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Charles+Nauciel%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jean-Louis+Vild%C3%A9%22
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2.2.7 -Le Glycocalyx :
C'est un feutrage, un ensemble de fibres qui entoure les bactéries et qui permet d'adhérer a un

support (ROUGIER, 2010)

3- Classification et caractéristiques des bactéries :

Tableau 1 : Classification et caractéristiques culturaux et biochimiques des bactéries

(Classification des bactéries, s.d.)

Type de Genre Espece Les caracteres Les caracteres
Bactérie culturaux biochimiques
-Streptocoque Germe exigeant (GS) | Métabolise
. . En bouillon : dép6t au L
beta hémolytique | fond en mise de pain. | @naerobique/
-Streptocoque Sglgﬂ?égsgr?s%tsraegqe; aérobie tolérant.
-Streptocoque alpha hémolytique | grain de semoule Catalase(-).
S . entouré de zone
->.pneumoniae d’hémolyse B total
(Streptocoque A,C, G)
autres streptocoque
hémolyse a partiel ou
pas d’hémolyse
v aradrh +
_Staphylococcus Aéro-anaérobie Catalase (+),
facultatif, croitsur | OXVdase (1)
aureus o S.aureus
Cocci -Staphylocoque _Staphylocoque & milieu ordinaire GN, coagulase (+)
Gram+ coagulase négative | €t Sur milieu
(CG+) Chapman.
-Enterococcus Pousse sur milieu -Enterococcus
_Entérocoque | faecalis ordinaire, hostile faecalis
-Enterococcus (NaCl6.5%, bile) Catalase +
faecium Glucose +




Synthese Bibliographique

-N.meningitidis

Aérobie strict chimio

hétérotrophe

Oxydase +

Les différentes

Neisseria especes peuvent
Cocci _N_gonorrhoeae Bactéries fragiles et stre
Gram- :
sensibles aux . .
différenciables
. variations de T°
(CG-) entre elles par des
nécessite de milieux o
tests d'utilisation
de culture riches tels
des sucres ;
la gélose au san
g g selon leur
cuit s e
capacite a utiliser
le glucose,
le maltose le
lactose,
saccharose
Bacille a Bacillus ) B.anthracis Bacillus Catalase +
Gram+ Corynebacteriu o o
m clostridium Aérobie strict
Erysipelothrix Tropheryme anaérobie facultatif
whippelii
Listeria
Tropheryme
-Escherichia Ex:
coli Ex : Escherichia Escherichia
-Citrobacter coli coli
- . L Lactose (+),
Enterobacter ASro-anaérobie (+)
- i ) ONPG(+),
Bacille a Klebsiella facultatif, pousse )
- . indole(+),
Gram- Proteus sur milieu (+)
, .. ) o Urée (),
Entérobactéries | -Salmonelle ordinaire, donne ©)
; ; Citrate (-
typhimurium des colonies ©)
-Serratia lisses arrondies, &
-Shigella sonnei bord régulier.
-Yersinia
enterocolitica
-Bartonella )
Aérobie, Oxydase + :
-Branhamella £ .
anaérobie -Haemophils
-Brucella abostur facultatif



https://fr.wikipedia.org/wiki/Chimioh%C3%A9t%C3%A9rotrophe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chimioh%C3%A9t%C3%A9rotrophe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxydase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sucre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maltose
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Coccaobacilles

Campylobacter
-Coxiella
-Francisella

-Haemophils
-Helicobacter
-Kingella
-Legionella
-Moraxella
catarrhalis
-Rickettsia
-Vibrio cholerae

Des milieux
d'isolements
comme Muller-
Hinton ou
Cetrimide, sont
aussi utilisés

Elle est de

type
respiratoire
A.S

ADH+
Uréase+
Indole-

TDA-

Vibrion
-Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa
-Actinomyces Les bactéries -Actinomyces
-Clostridium Clostridium ﬁgaeéosgst 2210'[95 Catalase-
botulinum peuvent
o cultiver qu'en
-C.difficile I'absence de l'air i
Bactérie -C.perfingens ambiant ou de Propionibacterui
L ] I'oxygene m acnes
anaérobie -C.tetani
Gram+ Catalase-
-Peptococcus o _ Nitrate réductase
Propionibacteri Propionibacteruim +
um acnes Indole+
Bactérie | -Bacteroides -Bacteroides Leur culture est
anagrobie | o cterium ureolyticus difficile et lente le
Gram- plus souvent obtenue
-Fusobacterium sur des milieux
Porphyromonas gelosés au sang avec
Prevotella _Prevotella quelquefois des

melanogenica

aspects
caractéristiques tels
pigmentation noire
Prevotella
melanogenica ou
colonies incrustées
Bacteroides
ureolyticus



https://fr.wikipedia.org/wiki/Arginine_dihydrolase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ur%C3%A9ase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Indole
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tryptophane_d%C3%A9saminase
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-Treponema -Treponema Ex : -Treponema
pallidum pallidum
-Leptospira comme tous les
tréponeémes
-Borrelia pathogenes, n'a pas
Bactérie de encore été cultive
forme sur milieu artificiel.
spiralée Seuls existent
actuellement des
milieux de survie.
Consideérés
longtemps comme
anaerobies stricts.
Mycobacté M.tuberculosis ne M.tuberculosis est
ries -M.tuberculosis pousse pas sur les aerobie strict
milieux usuels. Il catalase +
-Mycobactérium | -M.avium nécessite des milieux | .o .
-M.leprae tres enrichis. Le plus
B employé est le
-M kanasasii milieu a I'ecuf
-M.africanum
-Chlamydia -Chlamydia Cultures cellulaires | Non colorable
Pssittaci (Mac Conkey ou en Gram
Hela)
- Chlamydia
trachomatis
Bactérie - Chlamydia
intracellula pneumoniae
ire
-Rickettsia -Rickettsia conorri



https://fr.wikipedia.org/wiki/Coloration_de_Gram
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-Mycoplasma -Mycoplasma Bactéries fragiles, ils | L'identification se
pneumoniae sont cultivables en

milieu acellulaire. 1ls
exigent des milieux | les propriétés
-M. hominis complexes

fait sur
-M. genitalium

Bactérie_ ichi . métaboliques
sans paroi enrichis en sérum
- i (fermentation du
_Ureaplasma U.urealyticum
- U. parvum glucose,

hydrolyse de
I'arginine ou de

l'urée)

Il - La résistance bactérienne aux antibiotiques :

1-Historique :

Les antibiotiques sont des substances naturelles hémi-synthétiques ou synthétiques qui sont
capables d’inhiber la croissance bactérienne ou de tuer les bactéries. Le tout premier d’entre
eux fut la pénicilline découverte en 1928 par Alexander Fleming (Antibiotiques - reperes
chronologique, 2018) médecin biologiste et pharmacologue britannique qui découvert par
hasard qu’une ou des substances produites par un champignon Penicillium notatum avaient la
faculté d’inhiber la croissance bactérienne. Il faut ensuite attendre 1932 pour voir apparaitre sur
le marché le premier antibiotique de I’histoire commercialisé par les laboratoires Bayer, le
Prontosil (Dictionnaire medicale et pharmaceutique, 2018) un sulfamide utilisé comme
antibactérien contre certaines infections a streptocoque. Ce n’est qu’en 1945 a la fin de la
seconde guerre mondiale que la pénicilline est fabriquée industriellement en grande quantité et
commercialisés.

Quelques annees plus tard en 1942, la premiére résistance aux sulfamides est décrite suivie en
1946 de la résistance a la pénicilline G mais c’est le japonais T.Watanabe qui démontre pour la
premicere fois 1’origine génétique de 1’antibiorésistance en montrant que le géne responsable est

porté par un plasmide bactérien

10
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2-Généralités sur les antibiotiques :

2.1 -Définition de ’antibiotique :

Les antibiotiques sont définis comme toute substance chimique produite par des micro-
organismes qui ont la capacité d'inhiber ou méme de détruire les bactéries et autres micro-
organismes. Le spectre d'activité antibactérienne d'un antibiotique détermine son pedigree.
Suite Les antibiotiques détruisent différents types de bactéries, plus la gamme est large
(Mehdi, 2008)

2.2 - Classification des antibiotiques :

La classification des antibiotiques peut se faire selon les critéres suivants :

- Origine : élaboré par un organisme (naturel), synthétique ou semi synthétique.

-Mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthéese des protéines, synthése des
acides nucléiques.

-Spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre étroit
ou large).

-Nature chimique : tres variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle
lactame) sur laquelle il y a hémi synthese. Elle nous permet de classer les antibiotiques en
familles (P lactamines, aminosides, tétracyclines...etc.) Nous adopterons la classification
selon :

-le mode d’action :

Chague antibiotique posséde sa particularité : son champ d'action, sa voie d'utilisation, son
mode d'emploi et sa fréquence d'utilisation, ses contre-indications et finalement ses effets

indésirables. (Médicament / antibiotiques / famille, s. d.)

11
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Tableau 2 : Classification des antibiotiques

Famille Antibiotique Spectre d'activité Indications
LES BETA- Pénicilline Cocci Gram+ traiter les infections
LACTAMINES (Le Amoxicilline Cocci Gram- des poumons, des
Minor, 1989) Oxacilline Bacille Gram+ bronches, du nez,
de la gorge ou des
oreilles, de
I'appareil digestif
ou urinaire, des
voies géenitales
LES AMINOSIDES Amikacine agissant sur les traitement maladies
(Le MINOR L., Gentamicine bacilles Gram- infectieuses,
VERON M YALAD Tobramycine aérobies et sur les | notamment
et al. ,2001) bacilles a Gram + | urinaires et rénales
PHENICOLES Choramphénicol traversent Grossesse
(YALA D etal. ,2001) Thiamphénicol facilement la Maladies
membrane externe | hépatiques
et interne des Nourrisson

bactéries a Gram-

LES
TETRACYCLINES
(POYART C 2006)

Oxytetracycline
Chlortetracycline
Doxycycline

bonne activité pour
la majorité des
bacilles & Gram+
aerobies et
anaérobies sporulés

indiqués dans
diverses maladies
infectieuses
respiratoires et
génitales et dans le
traitement de
I’acné

GLYCOPEPTIDES
(RABAUD C et MAY

La vancomycine
La teicoplanine

Bactéries a Gram+
et essentiellement :

Elles sont indiquées
dans les infections

T 2007) Staphylocoques séveres
Entérocoques

MACROLIDES Azithromycine Cocci a Gram + sont administrés

(LECLERCQ.R.2008) Erythromycine Cocci a Gram- dans les infections

Clarithromycine

Bacilles a Gram+

du nez, de la gorge,
des oreilles

QUINOLONES
(FRANCOIS.J et al.
2003)

Lévofloxacine
Gatifloxacine
Norfloxacine

Entérobactéries les
Gram+ sont
résistants

souvent utilisées en
cas de cystite
(infection des voies
urinaires)

SULFAMIDES
(ADAM F, 2003)

Sulfapyridine
Sulfafurazole
Sulfaméthoxydiazine

Bactéries a Gram -

traiter les maladies
inflammatoires

12
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2.3 -Mode d'action des antibiotiques :

Les antibiotiques peuvent avoir 2 modes d'action :
-Action bactériostatique : Ils empéchent le développement des bactéries ou germes microbien.

-Action bactéricide : Ils détruisent les bactéries ou les germes microbiens en agissant

sur la paroi, I'ADN, la membrane cytoplasmique et la synthese de protéines.

-L'antibiotique a action bactéricide : comme par exemple les B-lactamines, peuvent agir de deux

manieres :

> Ciblée ; ce qui signifie qu'il ne détruit qu'un seul type de bactéries
> A large spectre ; c'est a dire qu'il détruit plusieurs types de bactéries
Les antibiotiques agissent, en général, a un niveau précis des structures bactériennes

Ils peuvent agir sur 5 parties différentes de la structure de la bactérie (Mehdi S, 2008).

Inhibition de la Inhibition de la Inhibition de la synthése
synthése de la paroi synthése des ARN des protéines
3 .\. .\‘
Y / P 5
—_— ) > ol
Transcription Traduction
Inhibition de la - Ribosome Protéine
______ ARNm

synthése de ===,

N Le” > |Réplication
I'ADN bactérien ‘L

Réaction enzymatique
ADN - tod @B e
S+E~ES~ E+P

B ==

: .
Désorganisation de la Inhibition de réactions
structure membranaire du métabolisme

Figure 6 : Les mécanismes d'action des antibiotiques sur la cellule bactérienne

(Sekhri A, 2011)

A. Action Sur la paroi bactérienne : Inhibition de la synthese de la paroi. Ces antibiotiques
agissent sur des cibles extérieures de la cellule (paroi) et ne sont actifs que sur les germes qui

sont en croissance.

B. Action Sur la membrane cytoplasmique : S'insérent entre les molécules de phospholipides
et désorganisent la membrane.

13
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C. Action sur le ribosome bactérien : L’altération intracellulaire de la sous-unité ribosomale

ciblée dans la bactérie.

D. Action sur I'ADN : Blocage d'ouverture d’ADN et empécher son dédoublement.

24 -CMI/CMB:

La CMI: Ou concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration
d’antibiotique qui inhibe toute croissance visible d’une souche bactérienne apres 20 + 4
heures de culture a 35°C + 2°C. Cette valeur caractérise ’effet bactériostatique d’un
antibiotique et permet de déterminer si une souche est sensible ou résistante a

I’antibiotique testé.

La CMB: Ou concentration minimale bactéricide est la plus petite concentration
d'antibiotique laissant 0,01% ou moins de survivants de l'inoculum initial aprés 20 + 4
heures de culture a 35°C + 2°C.Cette valeur caractérise l'effet bactéricide d'un
antibiotique (Avorn J.L. et al. ,2001).

3 -Résistance bactérienne aux antibiotiques :
3.1 -Définition de la résistance :

La résistance aux antibiotiques est la résistance d’une bactériec a un antibiotique auquel
il était jusque-la sensible. En peut dire aussi qu’une souche est résistante lorsqu’elle est
capable de supporter une concentration d’antibiotiques beaucoup plus ¢€levée que celle qui
inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme espece (Avorn J.L. et
al., 2001).

4 -Types de resistance :

4.1 -La resistance naturelle :
La résistance naturelle ou résistance intrinséque est une caractéristique propre a une espece
bactérienne et partagée par toutes les souches de cette espece. Elle peut étre due a la présence

d’un géne chromosomique commun a toutes les bactéries de I’espéce (Lozeniewski A et al.
,2010)
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4.2 -La résistance acquise :

Les bactéries peuvent développer de la résistance a un antibiotique préalablement sensible ce
qui  implique des changements génétiques (Yamashita SK et al. ,2000)
les génes de résistance peuvent étre acquis par transformation de géne étrangers provenant de
chromosomes d'autres especes ou étre porté par des éléments mobiles (Transposons, Plasmides,
intégrons). (Vaubourdolle M ,2007).

5- Les mécanismes de résistance :

5.1 -La résistance chromosomique :

Elle est due a une mutation spontanée, rare, stable, et transmissible uniqguement de facon
verticale. L'antibiotique n'est pas I'agent mutagéne il sélectionne seulement les mutants

devenus résistants (Rowe- Magnus D et al. ,2001).

5.2 -La résistance extra-chromosomique :

Les résistances acquises de nature extra-chromosomique sont dues aux infections des bactéries
par des fragments d’ADN exogéne. La grande majorité des cas de résistance bactérienne en
clinique provient de 1’acquisition d’information génétique exogéne (ADN étranger face a la

bacteérie réceptrice). (Duranda B, 2014)

Les plasmides : sont des molécules d’ADN indépendantes du chromosome et capables

d'autoréplication. lls peuvent étre présents en multi copies chez une bactérie.

Les transposons : sont des séquences d’/ADN capables de promouvoir leur propre transfert d'un
élément génétiqgue (chromosome ou plasmide) a un autre (on parle de « genes

sauteurs »). lls peuvent s'intégrer au chromosome de la bactérie. (Duranda B, 2014)

Les intégrons : sont des systémes de capture de plasmides, de transposons ou de casettes

géniques. (Duranda B, 2014)

5.3. Les mécanismes biochimiques de la résistance :

Les bactéries disposent de certains mécanismes par lesquels elles deviennent

résistantes aux agents chimio thérapeutiques
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Figures 7 : Les mécanismes biochimiques de la résistance bactérienne (Duckett S ,1999)

5.3.1. Modification de la cible des antibiotiques :

5.3.1.1. Modification qualitative :

Cette modification qualitative peut se faire par mutation de la cible de I'antibiotique, en
effet les antibiotiques se fixent sur une cible précise dans la cellule : paroi, ribosome... Une
modification consécutive a une mutation ou par des protéines empéchant 1’acceés au site

de fixation suffit souvent a empécher la liaison (Muyleart A et Mainil J, 2012).

3.2.1.2. Modification quantitative :
Cette modification se traduit par la surexpression de la cible de I'antibiotique. En produisant
davantage de la macromolécule ciblée, la bactérie arrive a maintenir suffisamment d'activité

biologique pour se développer (Faures S, 2010)

5.3.2. Inactivation enzymatique de I'antibiotique :

De nombreuses souches résistantes fabriquent une enzyme qui modifie ou qui clive la

molécule d'antibiotique, la rendant inactive. (Guarda Bassi et Couvalin, 2006).

5.3.3. L'imperméabiliteé :
C’est un phénomeéne observé chez les BGN, la structure méme de leur paroi et plus
particulierement la présence d’¢léments dédiés a la pénétration de molécules exogenes est a

I’origine de ce type de résistance. (Perméabilité membranaire, 2003).
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5.3.4. Efflux des antibiotiques :

Les bactéries sont capables d'éliminer les antibiotiques par pompage actif hors de la

cellule, qui efflue les composeés toxiques au dehors (Yamashita SK et al, s. d.).

5.4. Autres types de résistance :

5.4.1. La résistance croisée :

La résistance croisée est un phénomene par lequel une bactérie qui a développé une résistance
a I’un des antibiotiques d’une classe devient aussi résistante aux autres membres de la méme

classe. Cela méme si elle n’a jamais été exposee a ces molécules (Stéphanie F, 2009).

5.4.2. Co-résistance :
Plusieurs mécanismes de résistance sont associés chez la méme bactérie, parfois stabilisés par

intégration dans le chromosome (Stéphanie F, 2009).

5.4.3. Co-sélection :

Elle définit la sélection d’un microorganisme résistant a un antibiotique lors d’une exposition a
un autre agent antimicrobien. Elle résulte des phénomenes de résistance croisée et

Co-résistance. (Bridges J. De Jong W, s. d.)

5.5. Les multirésistance :
La définition de la multirésistance est difficile a établir. Il est couramment admis de

parler de multirésistance lorsqu’une souche bactérienne a accumulé sur son profil sauvage de
sensibilité aux antibiotiques des résistances acquises telles que la souche ne reste sensible

qu’a un nombre restreint d’antibiotiques utilisables en thérapeutique (Cattoen C, 2015).

6. Facteurs favorisant la résistance aux antibiotiques :

a) Pression sélective exercée par I’utilisation d’ATB : favorise la survie des bactéries ayant
acquis une résistance aux ATB et qui transmettent a leur descendance leurs genes de
résistance (Leekha Setal., s. d.).

b) Sur utilisation des antibiotiques : les pratiques médicales inappropriées sont souvent
favorisées par I’incertitude du diagnostic, le manque d’opportunité pour le suivi des patients,
le manque de connaissances sur les traitements optimaux (Knobler Sl. et al. , s. d.) Certains

comportements des patients notamment I’automédication et le non-respect des
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traitements recommandés.

d) Utilisation massive des antibiotiques en milieu hospitalier.

111 -Prélevements a visée diagnostique bactériologique :

1 -Introduction :

Un examen ou analyse microbiologique permet de rechercher et identifier les bactéries en cause
dans une infection (Examen bactériologique, s. d.). La prise en charge correcte d’un
échantillon biologique au cours des étapes successives de pré analytique, analytique et poste
analytique, allant de la prescription jusqu’a I’intégration des résultats dans le processus

diagnostique est cruciale (Baron EJ, 2013).

Le médecin doit cerner lui-méme le but de sa demande, et le faire savoir au mieux au
microbiologiste pour que ce dernier puisse orienter sa démarche analytique et déterminer :
-Quel germe doit étre isolé.

-Quels milieux ensemencer, dans quelle atmosphere, et a quelle température.
-Parmi les germes isolés, lesquels rapporter.

-Si I’antibiogramme est nécessaire.

2 -Conditions et techniques des prélevements :

Le laboratoire fournit des conseils techniques pour I’échantillonnage qui décrivent leurs

conditions de récolte et de transport (Fracheboud D et Chuard C, 2007).

2.1 -Moment de prélévement :

Un prélévement a visée diagnostique devrait dans toute la mesure du possible étre fait avant
I’initiation de [D’antibiothérapie. En cas de réponse insuffisante au traitement
initier une analyse préliminaire, le diagnostic doit étre revu et un traitement peut étre envisagé
en cas de tableau cliniqgue menagant. Dans le cas contraire, des modalités specifiques telles
qu’une incubation prolongée ou des études de biologie moléculaire doivent étre considérées

comme adaptées au laboratoire. (Myriam M et Sara D, 2016).
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2.2 -Site de prélévement :

Les bons sites sont situés a proximité du foyer infectieux ou de ses extensions secondaires.
Un échantillon de diagnostic est utile si I'analyse affecte les attitudes face au traitement.

Il présente un risque minimal de contamination et est invasif.

Il s’agit du sang, du liquide interne obtenu a partir d’une ponction percutanée ou muqueuse
décontaminée, d’un abces perforé, d’un prélévement profond obtenu chirurgicalement, d’un
liquide de lavage broncho-alvéolaire, d’urine provenant du milieu de prélévement ou par
sonde urique. En revanche, 1’échantillon est de peu d’utilité s’il refléte une colonisation plutot
que I’agent pathogéne. C’est le cas, a I’exception de I’analyse épidémiologiques et de rares
exception, des prélevements obtenus par vois non invasive, a partir de la peau, mugueuse et
des palies (Bowler PG et al. ,2001).

2.3 -Quantité :

Le volume de I’échantillon doit étre suffisant. Une quantité insuffisante peut donner lieu a un
résultat faussement négatif (Lali S, 2013)

2.4 -Méthode :

Le recueil s’effectue selon les régles d’asepsie. La méthode du prélévement et son
conditionnement garantissent la viabilité des bactéries, et 1’absence de dégradation de
molécules spécifiques. Pour le diagnostic d’infection, les frottis sont généralement interdits, en
raison de leur faible volume et de risque de desséchement et de contamination (Myriam M et
Sara D, 2016).

2.5 -Transport :

Les prélevements microbiologiques sont potentiellement infectieux et donc dangereux, les
contenants doivent étre transportés dans des sacs plastiques étanches pour limiter le risque
d’accident en cas de fuite et pour isoler la prescription et/ou la fiche de renseignements. Les
délais de transport recommandés par le laboratoire doivent étre respectés (Manuel de

prelevement, 2013).

3- Type de prélevement :

3-1Lesang:

Une hémoculture est un test bactériologique qui recherche la présence des germes dans le
sang. Il faut savoir que le sang et normalement stérile, lorsque des agents infectieux travers le

sang a plusieurs reprises ils peuvent provoquer des infections graves.
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Il est trés important que cet échantillon soit prélevé dans des conditions stériles, pour éviter

toute contamination. (L’équipe Passe port santé, 2015).

3-2 Les urines :

Le recueil des urines est une étape essentielle dans le diagnostic d’une infection urinaire.
(Djennane F et al. ,2009).

L’examen cytobactériologique des urines consiste a recueillir I’urine vésicale en évitant toute
contamination par la flore commensale au moment de la miction. Il est primordial d’effectuer
cet examen avant toute mise en place de traitement, afin d’en assurer au mieux
I’interprétation. (Nicolas E, 2014).

3-3 Les selles :

L’examen de selles dures est inapproprié pour le diagnostic de gastroentérite, selon le
contexte clinique, les entéropathogénes causant des diarrhées aigiies acquises en communaute.
(Guerrant, 2001).

3-4 Les secrétions vaginales :

De nombreuses bactéries sont susceptibles de déclencher une vaginite. Les prélévements
vaginaux sont réalisés chez les femmes en cas de manifestations cliniques qui peuvent
indiquer une infection au niveau de I'appareil génital. Le traitement se fonde sur
I’antibiogramme, mais il peut étre nécessaire de corriger un déséquilibre de la flore vaginale

en cas de récidive. (Bohbot J M, 2008).

3-5 Les expectorations bronchiques :

L’expectoration est certes rapide et non invasive, mais souvent contaminée par la flore buccale ;
il faut prélever les expectorations le matin a jeun ou loin des repas et aprés hygiene buccale. Le
patient doit émettre un crachat en toussant formant dans un pot de recueil stérile (Myriam M
et Sara D, 2016).

3-6 le sperme :
La Spermoculture est un examen bactériologique du sperme. En analysant le sperme et en le

mettant « en culture » on pourra rechercher notamment une bactérie, un champignon, un virus.
Cependant les germes retrouvés dans le sperme sont le plus souvent d'origine externe
(contamination des mains par exemple ou du partenaire lors de rapports sexuels).

(Spermoculture, s. d.)

20



Synthese Bibliographique

3-7 les prélevements de pus :

C’est un prélevement au niveau d’une cavité naturelle ou d’une plaie, le prélevement sera

effectué avant la mise en route du traitement antibiotique sinon il faut signaler le traitement en
cour.

La formation d’un pus est I’un des signes les plus caractéristiques d’une infection (Zidani Z et
Sonia B, 2019).
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| -Cadre et lieu d’étude :
Notre étude a été réalisée au niveau d’un laboratoire privé d’analyse médicale au niveau de la

ville d’Ain-Temouchent.
Cette étude s’est étalée de 2 mois allant de mois d’Avril jusqu’au mois de juin.
Les bactéries étudiées provenaient de différents types de prélevements (urines, selles, pus,

sperme, et perte vaginale) effectués ou recus au niveau du laboratoire.

Il -Materiel :
Les instruments et appareillage, les réactifs ainsi que les milieux de culture utilisée au cours de

la réalisation de ce travail sont résumés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Matériels utilisées dans les différents prélevements

Instruments et
appareillage

Réactifs

Milieux de culture

-Tubes stériles
-Gants stériles
-Pinces métallique
-Portoirs

-Boites pétri
-Micropipettes
-Pipettes pasteur
-Compresses stérile
-Lames et lamelles
-Spéculum
-écouvillons

- étiquettes

-Alcool

-Lugol

-Eau physiologique
-Eau oxygéné

-Eau distillé

-Bleu de méthylene
-Violet de gentiane
-Fuschine basique
-Huile a immersion
-Huile de vaseline
-Huile de paraffine
-Disques d’antibiotiques
-Galerie API 20 E
-Réactif IND (kovacs)
-Réactif VP (Alpha-naphtol
et KOH)

-Réactif TDA (Chlorure de
Fer 111)

-Gélose Nutritive
-Gélose Muller Hinton
-Milieu Chapman
-Milieu Héktoen
-Milieu Mac-Conkey
-Gélose au sang
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111 -Méthodes :
1 -Prélevement des urines :
Le milieu de jet représentatif de 1’urine vésicale doit étre recueilli de fagon a éviter sa

contamination par la flore commensale de 1’urétre et chez la femme de la région génitale externe

(Marrhich, 2008) .

Dans la pratique la toilette et le prélevement ont été la plus souvent effectués par le patient lui-
méme dans des flacons stériles. Il doit contenir 10 a 20 ml d’urine accompagné d’une fiche de
renseignement qui doit comporter 1’identit¢ du malade. Afin d’éviter toute prolifération
bactérienne les urines doivent étre acheminées au laboratoire le plus vite possible et I’examen

doit étre pratiqué rapidement.

1.1 -Examen macroscopique :

L'aspect et la couleur des urines, la présence ou l'absence de pus ou de sang doivent étre
appréciés. (EI Manni, 2004). Cet examen est porté sur la couleur d’urine ; une urine jaune clair
est normale mais un aspect trouble peut étre due a une infection urinaire ou la présence des

cristaux qui sont d’origine alimentaire ou a la prise de certains médicaments (Konan, 1992).

1.2-Examen microscopique :

L’examen microscopique comprend deux aspects : cytologique et bactériologique. C’est un

examen qualitatif et quantitatif.

1.2.1 -Examen cytologique :

1.2.1.1 -Examen cytologique quantitatif :

L’examen microscopique est la meilleure méthode pour la détection des éléments présents dans
I’échantillon d’urine. Leur dénombrement est réalisé en déposant un volume précis d’urine
entre une lame et lamelle, ensuite la lame sera examinée a 1’état frais sous microscope a

I’objectif x40. (Piette, 2009)

-Les résultats d'analyse présentant des valeurs normales sont :
-Des leucocytes en quantité inférieure a 10 000 /ml (ou 10/mm?

-Des hématies en quantité inférieure & 1 000/ml (ou 1/mm3).
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-Des cellules épithéliales en petit nombre (ces cellules protectrices tapissent la vessie et sont
évacuées par la miction).
-Eventuellement quelques cylindres hyalins et cristaux.

-En cas d'infection urinaire, le taux d'hématies et de leucocytes dans les urines augmente.

Figure 8 : LES SEDIMENTS URINAIRES (ATLAS AMES DES SEDIMENTS
URINAIRES)

1.2.1.2 -Examen cytologique qualitatif :

La coloration de Gram réalisée a partir du culot de centrifugation permet d'observer les
microorganismes éventuellement présents et oriente le choix des milieux de culture selon leurs

morphologies et leurs affinités aux colorants.

Une autre méthode peut aussi étre réalisee avec une coloration au bleu de méthyléne. Pour cela
les urines sont centrifugées pendant 15 minutes a 3.000 tours/min. Le culot est étalé sur une
lame ensuite fixé par la chaleur puis coloré avec le bleu de méthyléne, L’observation se fait au

microscope optique a l'objectif a immersion (x100).

Technique de Coloration différentielle — coloration de GRAM :

La coloration de GRAM permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et
d’utiliser ses propriétés pour les distinguer et les classifier. (Livre Biologie médicale, 2011)
-Une goutte de 10 a 50 pul d’urine frais est déposée sur une lame et séché a I’air fixé puis coloré.
-Verser le violet de Gentiane (Annexe 1) sur la lame laissé en contacte 1 min (toutes les
bacteries prennent ce colorant et sont donc colorées en violet).

-Rincer avec I’eau distillée.

- Recouvrir la lame de réactif de Lugol (Annexe 1) 1 min (réactif iodo-ioduré qui accentue la

coloration). Rincer a I’eau.
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- Décolorer a I’alcool, entre 15 a 30 secondes. Rincer a I’eau.
-Recouvrir la préparation de fuchsine (Annexe 1), laisser agir environ 1 minute. Rincer a I’eau
puis sécher.

-Examiner au microscope.

Grarm -+ Gararm —
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Figure 9 : Les étapes de la coloration de Gram. (Antibiotique.eu. les difféerent types de

bactéries)

1.2.2 -Examens bactériologiques :

Il s'agit d'une culture réalisé ayant pour but de I'identification bactérienne, le dénombrement
des colonies (quantifie la bactériurie) et permet d'effectuer si besoin un antibiogramme.
(Barrier, 2014 )

A partir d’une dilution d’urine on ensemence par inondation 1 ml de cette dilution les boites de
pétri contenant la gélose nutritive (GN).

Chaque prélévement a fait 1’objet d’une Uroculture sur gélose Nutritive (GN). (Annexe 2), et
sur milieu spécifiqgue Hektoen ou Mac-Conkey (Annexe 2), pour les bacilles Gram négatif. Pour
les staphylocoques Spp I’isolement se faisait sur milieu Chapman (Annexe 2). Les boites
ensemencées ont été incubées a 37°C pendant 24h.

-La lecture des résultats : (Annexe 3)

Les colonies de S.aureus sont observée sur milieu Chapman apparaisse lisses, rondes, brillants,
opaques de 1 mm de diametre. Elle se pigment habituellement en jaune doré (aureus) parfois

en jaune citron et parfois non pigmenté (Prescott et al. ,2013).
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E.coli se développe sur milieu Mac-Conkey en donnant de colonies rondes, lisses, a bords

réguliers de 2 a 3 mm de diamétre, non pigmentés (Avril et al. ,1992).

1.3- Identification biochimique :

L’identification de la bactérie est menée en fonction de la morphologie des colonies, et des
premiers caracteres biochimiques d’orientation, propres a chaque espéce (production d’une

catalase, coagulasse, fermentation de certains sucres...)

1.3.1 - Galerie biochimique classique :

C’est une galerie biochimique permet I’étude du métabolisme biochimique des bactéries

essentiellement utile pour la différenciation des germes.

1.3.1.1 -Test de catalase :

La recherche de cette enzyme est utilisée pour I’identification des bactéries a Gram+ et pour le
staphylocoque.

Sur une lame propre une goutte d’eau oxygénée est déposée, puis a I’aide d’une pipette pasteur
I’inoculum bactérien est rajouté. L’observation du résultat est immédiate. Les staphylocoques
(catalase positive) et les streptocoques (catalase négative) peuvent étre différenciés par ce test.
- La lecture :

- Catalase positive ; effervescence

- Catalase négative ; pas d’effervescence

1.3.1.2 -Test coagulasse :

La coagulasse est une enzyme capable de coaguler le plasma sanguin. La mise en évidence de
la staphylocoagulase est un criteére d’identification des staphylocoques. Dans un tube a
hémolyse stérile, 1 ml de plasma sanguin additionné de 1 ml d’une suspension bactérienne de
la souche a étudier sont déposés. Le mélange est incubé a 37°C pendant 4 a 5 heures.

La réaction est considérée comme positif lorsque le plasma est coagulé, donc le fibrinogéne a
éte transformé en fibrine, cela permet de confirmer que le germe est un Staphylococcus aureus.

Si le plasma ne coagule pas, cela indique une espéce autre que Staphylococcus aureus.
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1.3.1.3 -Milieu Triple Suger Iron. (TSI) :

Le milieu TSI (Annexe 3), est un milieu semi solide utilisé pour la différenciation des bactéries
basee sur la production de sulfure d’hydrogene (H2S) et de gaz et la fermentation de trois sucres
(Glucose, Lactose, Saccharose). (Camille, 2006). A partir d’une colonie suspecte prélevée sur
un milieu d’isolement sélectif. On ensemence en stries serrées la pente par pique centrale
profonde le culot a I’aide d’une pipette pasteur ou d’une anse bouclée préalablement stérilisée

a la flamme. Ensuite incubée a 37° C pendant 24 h.

1.3.1.4 -Milieu Mannitol-Mobilité :

Le milieu mannitol mobilité permet de détecter la fermentation de mannitol et la mobilité du
germe a étudier. Régénérer le milieu dans un bain marie, laisser solidifier en culot en position
verticale dans 1’eau froide, ensemencer a 1’aide d’une anse de platine les tubes par pique centrale

dans la gélose en culot, jusqu’au fond du tube et Incuber a 37°C pendant 18 a 24h.

Figure 10 : les tests biochimiques utilisés (Ladrra R 2016)

1.3.2 -Galerie API1 20 E :

La galerie comporte 20 micros tubes contenant des substrats déshydratés au-dessous de chaque
tube un sigle indique la nature du test. La galerie API 20 E est un systéme miniaturisé prét a
I’emploi et standardisé.

Les tubes sont ensemencés avec une suspension bactérienne effectuée en eau physiologique.
Un fond et un couvercle complétent la galerie et permettent de constituer une boite
d’incubation.

Il faut remplir a ’aide d’une pipette pasteur les tubes et les cupules des tests CIT, VP, IND

(Annexe 1) et GEL avec la suspension bactérienne, et pour les autres tests remplir uniqguement
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les tubes (et non pas les cupules). Dans les tests : ADH, LCD, ODC, URE, H2S en remplissant
leur cupule par I’huile de paraffine stérile.

Apres incuber les boites 24 h a 37° C (Bio Mérieux SA, 2010).

-Lecture :

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par 1’addition des réactifs. La lecture de ces réactions se fait a I’aide du
tableau de lecture et ’identification est obtenue a I’aide du catalogue analytique (Annexe 4) ou
d’un logiciel d’identification (Bio Matériaux SA, 2010).

Cupule
Tube

Inoculation de la galerie Deétail d’un tube @ Georges Dolisi

Reéférence

@888888888 1 o o o o

Mom
ONPGADH LDC ODC [ CIT| H2S URE TDA IND | WP | |GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL ANMY ARA Prénom

Figure 11 : Inoculation de la galerie API 20 E (Identification bactérienne, s. d.)

A oo
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Figure 12 : La galerie APl 20 E (Galerie API, s. d.)

1.4 - Antibiogramme :

Est un examen bactériologique qui permet d’apprécier la sensibilité des souches isolées vis-a-
vis divers antibiotiques, nous avons utilisé la méthode de diffusion des disques sur gélose
Mueller Hinton (Annexe 2), (selon la standardisation de I’antibiogramme par ’institut Pasteur

Algérien.
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1.4.1- Technique d’antibiogramme :

-A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement prélever a I’aide d’une pipette pasteur
stérile 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger la pipette dans 10ml
d’eau physiologique stérile et bien homogénéiser la suspension bactérienne.

- L’écouvillon est tempéré dans 1I’inoculum, puis essoré en le pressant fermement contre la paroi
interne du tube afin de décharger au maximum.

- L’écouvillon est réparti sur la totalit¢ de la surface gélosée de haut en bas en stries serrées
I’opération est répéter 3 fois en tournant la boite de 60° a chaque fois. Sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.

- Apres le séchage les disques sont déposés sur la gélose a 30 min 1’un de I’autre a I’aide d’une

pince flambée. Les boites sont suite incubées a 37° C pendant 24 h.

Figure 13 : I’antibiogramme (Photo originale)

1.4.2 - Lecture d’antibiogramme

Elle se fait par mesure du diamétre des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse en suite
comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes. (Annexe 5)

Classer les bactéries dans 1’'une des bactéries résistant (R), sensible (S) ou intermédiaire (I).

Selon Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a I’échelle nationale 2014.
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Tableau 4 : Les antibiotiques utilisés dans notre étude

Amoxicilline(AMC) 30 meg / ml Himedia, Inde
Céfazoline

Bétalactamine | aAmoxicilline+acide

clavulanique
Aminoside Gentamicine(GEN) 30 meg / ml Himedia, Inde
Sulfamides Triméthoprimesulfaméthoxazole | 25 mcg / ml Himedia, Inde

2 -Prélévement des selles :

2.1- Technique de prélévement :

Le prélevement des selles est réalisé par le patient dans un récipient stérile ou dans un pot a
coprologie. Des gants sont généralement fournis. Il doit étre ensuite transporté rapidement au

laboratoire (ou gardé au frais en attendant). (Catherine D, 1997)

Figure 14 : Pot contenant un échantillon des selles (Coproculture, s. d.)

Afin d’éviter la dessiccation et la prolifération des bactéries commensales, il faut analyser les
selles dans les 2 heures qui suivent leur recueil. Sinon on peut les conserver 12 h maximum a
4°C. (Coproculture, s. d.)

2.2 -Examen macroscopique :

On notera la consistance (liquides, molles, moulées), la présence de glaires, de pus et de sang.
(Coproculture, s. d.)
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2.3 - Examen microscopique :

L’examen microscopique comprend deux aspects : cytologique et bactériologique.

2.3.1- Examen cytologique :

N.B : L'examen cytologique quantitatif (a I’état frais) et qualitatif (aprés coloration) des

Selles est identique a celle des urines.

2.3.2- Examen bactériologique :

La coproculture correspond a I’ensemencement de milieux généralement sélectifs pour isoler

puis identifier ’agent infectieux. (Coproculture, s. d.)

Tableau 5 : Tableau récapitulatif (Catherine D, 1997)

Bactérie Salmonella Shigella Campylobacter Yersinia
Incubation 37C° 37C° 37C° 30C°
24h a 48h 24h a 48h 48h 24h a 48h
Culture
1¢" Jour Milieu Hektoen +Milieu liquide Milieu Milieu
Enrichissement (Salmonelle) Campylobacter Yersinia
Repérage de colonies suspectes Incubation Incubation
. Ensemencement sur milieu urée indole
2°Me Jour
Identification des colonies
Repiquage du milieu liquide sur Hektoen
Lecture, Identification Identification Identification
X Biochimique Biochimique
3me Jour
Antibiogramme Antibiogramme  Antibiogramme
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2.3.4 - L’identification biochimique :

Elle se base sur I’utilisation de la galerie biochimique standard (Test Catalase, Test coaugulase,

Milieu Triple Suger Iron, Milieu Mannitol-Mobilité) et par la galerie AP1 20 E

NB : les méthodes sont détaillées dans la partie précédente.

2.3.5 - L’antibiogramme :

L’antibiogramme est réalisé sur les bactéries isolées et identifiées. (En suivant le méme

protocole cité auparavant).

3 - Prélevement des sécrétions vaginales :

3.1 -Technique de prélévement :

-Choisissez des écouvillons et des tubes d’eau physiologique stériles les identifier en vagin
et endocol sur les étiquettes de la feuille de prélévement.
- Etalez un carré de drap d’examen sur la table gynécologique.
- Installez la patiente en position gynécologique.
- Eclairez avec la lampe d’examen.
- Portez les gants.
- Placez un spéculum stérile dans le vagin de sorte que le col de I’utérus soit visible.
- A I’aide d’un écouvillon, prélever les sécrétions au niveau du cul de sac postérieur.
- Nettoyez I’exocol avec un second écouvillon qui sera ensuite éliminé.
-Avec un nouvel écouvillon prélever au niveau de I’endocol en faisant de petites rotations a
360 degrés.
-Si la recherche de chlamydiae et/ou de mycoplasmes est envisagée prélevez a 1’aide
d’écouvillon en dacron ou en aluminium, en raclant le maximum de cellules de I’endocol.
-Retirez le spéculum.
-Appliquez un papier pH sur les sécrétions collées au spéculum, notez la valeur du pH sur la
feuille de paillasse.
-Renseignez la partie « I’examen macroscopique » de la feuille de paillasse. Noter le code
opérateur, la date et I’heure de prélévement ainsi que toute autre information utile.
-Apres avoir libéré la patiente, jeter le drap d’examen utilisé dans la poubelle des objets non

contaminés.
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-Acheminez échantillon et feuille de paillasse au niveau de la salle de tri ou au laboratoire

(Prélévement vaginal, s. d.)

3.2 -Examen cytobactériologique :

Sur chaque prélévement nous avons effectué des analyses cytologiques portant sur des examens
macroscopiques et microscopiques, et des analyses bactériologiques pour rechercher la
présence d’éventuels germes infectieux. Pour les cultures bactériennes positives, apres leur

purification, une identification suivie par un antibiogramme a été effectué.

3.2.1 -Examen macroscopique :

L’examen macroscopique fait préciser les caractéristiques de la leucorrhée (couleur, odeur,
aspect). Selon les caractéristiques macroscopiques les germes suivants sont suspecteés :

« Candida albicans (couleur blanchéatre, épaisses, peu abondantes)

« Trichomonas vaginalis (couleur verdatres, nauséabondes, abondantes)

« Gardnerella vaginalis (couleur grisatre) (Gachot et al. ,2004).

3.2.2 -Examen microscopique :

3.2.2.1 - Examen direct Etat frais :

L’examen direct a 1’état frais qui concerne les €couvillons du vagin permet de dépister la
présence de Trichomonas vaginalis. Aussi il permet d’apprécier la morphologie et d’observer
la mobilité des bactéries et ainsi de rechercher la présence de levures, de cellules épithéliales,
de polynucléaires et de globules rouges. Selon la technique de (Vandepitte et al. ,1994) les
sécrétions vaginales sont diluées dans quelques gouttes d’eau physiologique stérile puis en les
déposant sur une lame propre et séche a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, tout en respectant
les régles de stérilisation. La préparation est recouverte d’une lamelle et examinée au

microscope optique a 1’objectif x40.

3.2.2.2- Examen direct apres Coloration :

L’examen de la coloration de Gram permet de definir le type de la bactérie ; GRAM + ou
GRAM-,
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3.2.3 -Examen bactériologique :

La culture est réalisée le premier jour du prélevement a partir de deux écouvillons pour les
femmes mariées (exocol et endocol) et d’un écouvillon pour les jeunes filles selon

(Marchal et al. , 1982). L’ensemencement est effectué sur les milieux de cultures suivants :

- Gélose Nutritive : milieu ordinaire permettant la culture de toutes les bactéries non
exigeantes.

- Gélose Hektoen : milieu de choix pour I’isolement des entérobactéries par la présence de
sels biliaires qui assurent le pouvoir sélectif.

-Gélose Chapman : milieu de choix pour I’isolement des Staphylococcus et d’autres germes
halophiles tels que Micrococcus et Enterococcus par la présence d’une forte concentration en
Na CI qui assurent le pouvoir sélectif.

- Gélose au sang (Annexe 1) :

- Gélose au sang frais : milieu d’enrichissement sur lequel les streptocoques se développent
tres bien par leur action hémolytique

- Gélose au sang cuit : c’est un milieu d’enrichissement qui permet, en portant le sang a une
température voisine de 75°C, de neutraliser les inhibiteurs naturels aux quels certains

bactéries peuvent étre sensibles.

Dans une boite contenant le milieu de culture, et a 1’aide d’un écouvillon de chaque
prélevement, nous ensemencons par la méthode de stries puis nous incubons les boites dans une

étuve.

L’incubation des milieux Hektoen et Chapman se fait a 37°C pendant 18 a 24heures. Pour
les géloses au Sang (cuit et frais), I’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures, en utilisant
la jarre a bougie avec un morceau de coton humide pour créer I’anaérobiose et une atmosphere

humide.

3.3 - L’identification biochimique :

Elle se base sur I'utilisation de la galerie biochimique standard (Test Catalase, Test coaugulase,

Milieu Triple Suger Iron, Milieu Mannitol-Mobilité) et par la galerie AP1 20 E

NB : les méthodes sont détaillées dans la partie précédente.
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3.4 -’ Antibiogramme :

L’antibiogramme est réalisé sur les bactéries isolées et identifiées. (On suivant le méme

protocole cité auparavant).

4- Prélevement de sperme :

4.1 -Technique de prélévement :

-Récupérer un flacon stérile pour le recueil.

-Réaliser le prélevement apres une abstinence sexuelle de 2 a 5 jours.

-Uriner dans les toilettes.

-Se laver soigneusement les mains : savon ou solution hydro-alcoolique.

-Effectuer une désinfection soignée du gland et du méat urinaire avec la lingette antiseptique
(fournie par le laboratoire).

-Ouvrir le flacon en posant le couvercle vers le haut.

-Reéaliser le recueil par masturbation.

-Recueillir la totalité de I'éjaculat dans le flacon stérile préalablement identifié (attention ne
rien perdre du prélévement ou le signaler).

-Refermer le flacon aussit6t.

-ldentifier le flacon avec le nom, prénom et date de naissance.

-Acheminer le flacon au laboratoire en assurant un transport en moins de 2h

(Spermogramme et Spermoculture, 2016)

o
o

s

Figure 15 : Flacon stérile pour le prélévement de sperme (David B, 2020)

4.2- Examen cytobactériologique de sperme :

4.2.1 -Examen macroscopique :
On notera la couleur, 1’odeur, I’absence ou la présence du sang dans le sperme.

35



Matériels et méthodes

4.2.2- Examen microscopique :
4.2.2.1- Examen cytologique :

4.2.2.1.1 - Examen direct a I’état frais :

L’examen direct est fait a I’état frais du sperme entre lame et lamelle pour viser la présence et

le dénombrement des leucocytes.

4.2.2.1.2 — Examen direct apres coloration :

La coloration de Gram permet la recherche de 1’existence ou non de diplocoques & Gram négatif

Neisseria Gonorrhoeae, et de cocci a Gram positif de bacilles a Gram négatif.(David B, 2020)

4.2.2.2 - Examen bactériologique :

Apreés une dilution au un 1/10 du sperme dans le serum physiologique, le prélevement est
ensemencé sur différents milieux de culture : Gélose Nutritive, Gélose au Sang, Chapman et
Hektoen. L’incubation des boites ce fait 37C° pendant 24h a 48h. (David B, 2020)

4.3 -L’identification biochimique :

L’identification biochimique est ensuite effectuée sur les différents types de germes isolés et

purifiés. (Par les mémes méthodes citées auparavant)

4.4 -L’antibiogramme :
L’antibiogramme est réalisé sur les bactéries isolées et identifiées. (On suivant le méme

Protocole cité auparavant).

5 - Préléevement de Pus :

5.1 - Technique de Prélevement :

5.1.1- Ecouvillonnage d’une plaie superficielle :

-Se laver les mains.

-Mettre des gants stériles.

-Sortir le premier écouvillon sec de son étui sans souiller.
-Effectue le prélevement en frotte.

-Remettre 1’écouvillon de son étui.

-Sortir le deuxiéme écouvillon avec milieu de transport de son étui sans souiller.
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-Effectue le prélevement en frotte.
-Remettre 1’écouvillon de son étui.
-Etiqueter les tubes.
-Se laver les mains.

-Achever les prélevements au laboratoire. (Zidani Z Sonia B, 2019)

5.1.2-Prélevements a la seringue pour les plaies profondes :

-Mettre des gants.

-Désinfecter la peau par 1’alcool.

-A T’aide d’une seringue piquer et aspirer le maximum de liquide présent dans le site profond
de prélevement.

-Recouvert I’aguille de son capuchon et en envoyer le prélevement a laboratoire. (Zidani Z
Sonia B, 2019)

5.2 -Examen cytobactériologique de pus :

5.2.1 -Examen macroscopique :
-On note la consistance, la couleur, 1’aspect, ainsi que la viscosité du pus.

-Le pus peut étre épais, visqueux, élastique, mélangé au sang ou non

-La couleur varie de teint chocolat au blanc, certains pus sont verdatres ou bleutés (Zidani Z
Sonia B, 2019)

5.2.2 -Examen microscopique :
5.2.2.1 -Examen direct a I’état frais :
Examen direct a I’état frais de pus permet d’observer la morphologie et la mobilité des

bactéries éventuelles.

Une goutte du prélevement est déposée sur lame porte-objets. On ajoute une lamelle puis on
observe au microscope optique, au grossissement x40. (Zidani Z Sonia B, 2019)

5.2.2.2.- Examen direct apres coloration :
-Coloration de bleu de méthylene : pour observer et décrire la cytologie

-Coloration de Gram : pour orienter la flore. (Zidani Z Sonia B, 2019)

5.2.2.3 - Examen bactériologique de pus :
Des isolements sur différents milieux sont réalisés en tenant compte de la fiche de
renseignements cliniques et des examens macro et microscopiques sur :

- Gélose au Sang Cuit incubée sous CO2.
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- Gélose au Sang Frais.

- Gélose Chapman, Gélose Hektoen....

On dépose une goutte de pus sur la surface de la gélose a ensemencer ou bien on frotte
I'embout de I'écouvillon sur une partie de la surface de cette gélose. Avec une pipette fermée,
on effectue un épuisement en stries.

5.3 -L’identification biochimique :

L’identification biochimique est ensuite effectuée sur les différents types de germes isolés et
purifiés. (Par les mémes méthodes citées auparavant)

5.4 -L’antibiogramme :

L’antibiogramme est réalisé sur les bactéries isolées et identifiées. (On suivant le méme

protocole cité auparavant) (Zidani Z Sonia B, 2019)

Figure 16 : Antibiogramme de prélévement de pus (Photo originale)
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I- Analyses Bactériologiques :

1 -Répartition des bactéries isolées :
La figure suivante récapitule la répartition des souches isolées a partir des différents

prélevements (ECBU, coproculture, spermoculture, pertes vaginale et pus). (Annexe 6)

| E.oli m Pseudomonas Staphylocoque M Prouteus

Figure 17 : Repartition des bactéries isolées

L’étude bactériologique nous a permis d’identifier 50 souches de type Gram + et Gram - dont
29 isolats E.coli (58%), 05 Proteus mirabilis (10%), 01 Pseudomonas aeruginosa (2%). 15
Staphylocoque (30%).

Les résultats trouvés révelent qu’Escherichia coli est I’espéce la plus répandue (58%), parmi
les bactéries isolées au niveau du laboratoire, suivie de Staphylocoque avec un taux de (30%),

Proteus mirabilis (10%), et en derniére position Pseudomonas aeroginosa (2%).

En effet, les entérobactéries sont un groupe de bactéries fréquemment isolées dans les
laboratoires, E coli étant les espéces revenant le plus souvent (Bao et al.
,20103.0OkallaEbongue et al. ,2013).

2- Répartition des bactéries isolées en fonction du prélevement :

La répartition des bactéries isolées en fonction de la nature du prélévement est présentée dans

la figure ci-dessous. (Annexe 7)
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Figure 18 : Répartition des bactéries en fonction du prélévement

Nous constatons que les entérobactéries sont présentes dans tous les types de prélévements.

E coli était majoritaire dans les selles, les urines et le pus avec des taux de 100%, 70 % et 50%
respectivement. Elle occupe la seconde place dans les autres prélévements (pertes vaginale et
sperme) avec des taux de 50% et 20% respectivement. Cela peut étre expliqué par le fait ; que
c’est une bactérie commensale du tube digestif (80% de la flore intestinale de 1’adulte)
(Bourdat ,2003) d’ou sa présence exclusive dans les selles, ainsi, la proximité de I’appareil
digestif par rapport a I’appareil urogénital peut étre a I’origine de la contamination de ce dernier
par ce type de bactérie et toutes les autres entérobactéries telles que Proteus. On peut la trouver

également au niveau de diverses muqueuses chez I’homme et les animaux. (Bourdat, 2003).

Concernant les Pseudomonas aeruginosa, on les retrouve uniquement dans 10% des
prélevements de pus, en effet, elles font partie des germes de I’environnement, dits

opportunistes et qui peuvent étre a I’origine des surinfections des plaies (Denis et al. ,2017)

Concernant les Staphylocoques, elles sont présentes dans la quasi-totalité des prélévements
analyses avec des taux différents : 70% des prélevements de sperme étaient contaminés par
cette bactérie, 40% pour les pertes vaginales, 30% pour les prélevements de pus et 10% pour

les urines.

L’habitat naturel de ces bactéries est I'hnomme et I'animal. Elles font partie de la flore cutanée
naturelle et colonisent particuliérement les muqueuses externes. Cependant, ces bactéries sont
fréqguemment retrouvées dans I'environnement (eaux non-traitées, sols, objets souillés). Ces
Staphylocoques peuvent néanmoins devenir pathogénes dans certaines circonstances, lorsque
le sujet présente une immunodéficience (sida, radiothérapie, chimiothérapie, néo natalité) ou

lorsque la barriére cutanée est rompue (acte chirurgical ou blessures) ou alors a ’occasion de
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I’implantation dans I’organisme de corps étrangers (protheses osseuses ou cardiaques, sondes,

cathéters,...). (Institut Pasteur France, 2021).

Parmi ces staphylocoques, beaucoup sont associés a des cystites aigues survenant
principalement chez les jeunes femmes. Aprés Escherichia coli, c'est la seconde bactérie
responsable d’infections urinaires. (Institut Pasteur France, 2021)

I1. L’antibiorésistance :

1-La fréquence de I'antibiorésistance de toutes les bactéries isolées :

La fréquence de résistance des bactéries isolées a partir de tous les prélevements analysés est

reportée dans la figure ci-dessous. (Annexe 8)
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Figure 19 : Fréquence de I’antibiorésistance de toutes les bactéries isolées
Les résultats de I’antibiogramme obtenus dans notre étude révelent des taux de résistance assez
élevés vis-a-vis certains antibiotiques notamment pour les bétalactamines, ou les pourcentages
étaient de 65% pour I’amoxicilline acide clavulanique, 40% pour I’amoxicilline et 30% pour la
céfazoline (céphalosporine de 1F génération), et les sulfamides qui ont montré eux aussi un taux

élevé qui de 42,50% pour le triméthoprimesulfaméthoxazole.

Cette résistance est beaucoup plus faible pour la gentamicine qui a enregistré un taux de 7,5%.
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2- La fréquence de I’antibiorésistance de chaque bactérie :

2.1- Fréquence de I’antibiorésistance de Proteus :
La fréquence de résistance des souches Proteus isolées a partir de tous les prélévements est

Présentée dans la figure ci-dessous. (Annexe 9)
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Figure 20 : Fréquence de I’antibiorésistance des souches Proteus
Les résultats de 1’antibiogramme effectué sur les souches Proteus isolées a partir des différents
échantillons montrent que la résistance est tres élevée pour la majorité des antibiotiques testés
a savoir I’amoxicilline acide clavulanique (60%), la céfazoline (60%), ’amoxicilline (40%) et
le timéthprimesulfaméthoxazole (40%). En revanche, cette résistance est nulle pour

gentamicine.

2.2- Fréquence de I’antibiorésistance d’E.coli :

La fréquence de résistance des souches E coli isolées a partir de tous les préléevements est

présentée dans la figure ci-dessous. (Annexe 10)
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Figure 21 : Fréquence de I’antibiorésistance des souches E coli
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L’étude de la sensibilité des souches E.Coli a révélé des profils de résistances variés vis-a-vis
les antibiotiques testés. Le taux était ¢élevé pour 1’amoxicilline acide clavulanique (61%), plutot
moyen pour I’ Amoxicilline (39%) et le trimethoprimesulfaméthoxazole (32,25%), faible pour

la Céfazoline (16%), et presque nul pour Gentamicine (3,20%).

2.3- Fréquence de I’antibiorésistance de Pseudomonas :

La fréquence de résistance des souches Pseudomonas isolées a partir de tous les prélevements

est présentée dans la figure ci-dessous. (Annexe 11)
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Figure 22 : Fréquence de I’antibiorésistance des souches Pseudomonas

D’aprés les résultats de la figure 22, Les souches Pseudomonas aeruginosa, ont enregistré des
taux d’antibiorésistance alarmants ou 100% de ces isolats ont été résistants aux bétalactamines
(amoxicilline acide de clavulanique, amoxicilline et céfazoline) et aux sulfamides

(triméthoprimesulfaméthoxazole). Aucune résistance n’a été enregistrée pour la gentamicine.

2.4- Fréquence de I’antibiorésistance des Staphylocoques :

La fréquence de résistance des souches Staphylocoques isolées a partir de tous les

prélevements est présentée dans la figure ci-dessous. (Annexe 12)
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Figure 23 : Fréquence de I’antibiorésistance des souches Staphylocoques

Nous constatons que la résistance des souches Staphylocoque aux antibiotiques est plutot

faible en le comparant aux autres souches isolées.

Les résultats indiquent des taux moyens de résistance pour le triméthoprimesulfaméthoxazole
(26,66%), la Céfazoline (20%) et I’amoxicilline acide clavulanique (20%). Cependant, ces taux

sont plus faibles pour la Gentamicine et I’ Amoxicilline (13% chacun).

3- la fréquence de ’antibiorésistance des bactéries en fonction de leurs origines :

La fréguence de la résistance des bactéries pour chaque antibiotique testé et en fonction du type

de prélevement est reportée dans la figure ci-dessous. (Annexe 13)
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Figure 24 : Fréquence de I’antibiorésistance des bactéries en fonction de leurs origines

Les résultats de cette figure indiquent que les bactéries isolées a partir du pus ont enregistré les
taux d’antibiorésistance les plus élevés vis-a-vis tous les antibiotiques testés. En revanche les

prélevements de sperme ont enregistrés les taux les plus faibles.
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Toutes les souches isolées des différents prélévements ont présentés les taux d’antibiorésistance
les plus élevés vis-a-vis I’amoxicilline acide clavulanique (entre 50 et 70%) suivis par le

triméthoprimesulfaméthoxazole (entre 20 et 50%).

La gentamicine est 1’antibiotique qui a enregistré les plus faible taux de résistance (entre 0 et

20%).

Les taux élevés de résistance observeés pour les bétalactamines notamment de la part des
entérobactéries peuvent étre expliqué par le fait que ces molécules (y compris les
céphalosporines tels que la céfazoline) sont utilisées en premiéere intention contre différents
types d’infections grice a leur bonne action sur les germes en cause (Bégone-Bérésin, 2006),

ce qui a engendrer la sélection de bactéries résistantes.

Concernant les sulfamides, les souches isolées ont enregistré des taux de résistance élevés aussi,
ceci est di a leur utilisation & la place des bétalactamines suite aux problémes

d’antibiorésistance.

La résistance envers ces antibiotiques les rend inefficaces contre ce type de germe, et par
conséquent, elle présente un réel probleme dans le traitement de certaines infections, surtout
que les bactéries analysées dans notre étude font partie, en plus de leur pouvoir pathogéne
spécifique a certaines infections, des germes opportunistes responsables d’infections

nosocomiales.

La gentamicine reste 1’antibiotique le plus actif sur les germes isolés dans notre étude. Ainsi,
pour maintenir son efficacité, cette molécule doit étre réservée pour le traitement des formes

compliquées et apres utilisation de I’antibiogramme.

Cette variation des frequences peuvent étre expliquée par 1’utilisation exagérée, et aveugle des

antibiotiques dans le cadre hospitalier et méme en médecine de ville (Azerbaiddjan, 2011).

De méme, I’alternance des molécules et le non-respect du dosage et la durée du traitement ainsi
que I’automédication posent de Sérieux probleme dans les pays en développement ou les

antibiotiques sont largement et facilement disponibles souvent sans ordonnance médicale.
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Résultats et discussion

4 -La fréquence de multirésistance des bactéries isolées :

Le tableau suivant représente la proportion des souches isolées résistantes a 1, 2, 3, 4 et 5

antibiotiques différents a la fois.

Tableau 6 : La fréquence de multirésistance des bactéries isolées

La résistance aux Nombre de Bactéries | Pourcentage de
Antibiotiques résistantes résistance

0 Antibiotique 7 14 %

1 Antibiotique 10 20 %

2 Antibiotiques 12 24 %

3 Antibiotiques 14 28 %

4 Antibiotiques 4 8 %

5 Antibiotiques 3 6 %

Les résultats du tableau N° 07 indiquent que 66% des isolats étaient résistants a au moins 02
antibiotiques différents, 42% sont étaient résistants a au moins 03 antibiotiques différents et 6%
étaient résistants a 05 antibiotiques différents a la fois. Seulement 14% de ces isolats étaient

parfaitement sensibles.

Cette multirésistance peut étre expliquée par 1’utilisation abusive et anarchique antibiotiques
sans avoir recours a I’antibiogramme, 1’automédication, 1’alternation des molécules avant que

le premier traitement donne ses résultats et le non-respect du délai du traitement.

Cette dissémination de la multirésistance est liée a I’existence des éléments génétiques mobiles
permettant de cumuler de nombreux geénes de résistance au sein d’une méme souche. (Skurnik

et Andremont ,2006).

Cette multirésistance est tres inquiétante car elle présente un énorme risque pour la santé
publique ou elle peut étre responsable de I’échec de traitement qui peut conduire dans certains
cas a 'impasse thérapeutique et par conséquent I’augmentation du taux de morbidité et de

mortalité.
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Conclusion

Conclusion :

Le travail que nous avons réalisé nous a permis dans un premier temps de déterminer les germes

les plus isolés dans un laboratoire d’analyse médicale :
A la lumiére des résultats obtenus, nous avons constaté :

Une prédominance des entérobactéries (E.Coli est la bactérie la plus répondue avec un
pourcentage de 58%), suivie par Staphylocoque 30%, Proteus mirabilis 10% et en dernier

Pseudomonas aeroginosa a 2%.

Les résultats trouvés révelent qu’Escherichia Coli est I’espéce majoritaire dans les selles, les
urines, le Pus et pertes vaginales avec des taux de 100%, 70%, 50%, 50% respectivement. La

prédominance des Staphylocoques 70% a éte observée dans les prélévements de sperme.

Dans la deuxieme partie de notre étude, I'antibiogramme effectué sur les souches identifiées,
nous a réevélé des taux de résistances assez élevés vis-a-vis certains antibiotiqgues notamment
pour les bétalactamines, ou les pourcentages étaient de 65% pour 1’amoxicilline acide
clavulanique, 40% pour 1’amoxicilline et 30% pour la céfazoline (céphalosporine de 1F
génération), et les sulfamides qui ont montré eux aussi un taux élevé qui de 42,50% pour le

triméthoprimesulfaméthoxazole .

Cette forte résistance vis-a-vis ces molécules les rend inefficaces dans la lutte contre les

pathologies causées par ce type de germes.

La gentamicine reste I’antibiotique le plus actif sur les souches isolées. De ce fait il peut
constituer une perspective dans le traitement et par conséquent il doit étre réservé pour les

formes compliquées.

Les taux de la multirésistance sont inquiétants, L’utilisation anarchique et abusive des
antibiotiques sans avoir recours a I’antibiogramme, le non-respect des posologies et de la durée

du traitement a favorisé la sélection des bactéries résistantes voire méme multirésistance.

Dans ce contexte, il serait intéressant d’initier des recherches portant sur un nombre

d’échantillons plus élevés et représentatif tout en testant une gamme d’antibiotiques plus large.
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Conclusion

Recommandation :

Pour limiter la propagation de la résistance bactérienne, il convient d’adopter certaines

stratégies :

- Limiter le traitement antibactérien dans les situations ou les indications sont claires, et

I’administrer pendant la durée efficace la plus courte.
- Effectuer un antibiogramme avant d’entamer tout traitement a base d’antibiotiques.

- Traiter les infections selon la posologie, la durée convenable, et a 1’aide de 1’antibiotique

recommandé

- Restreindre 1'utilisation des antibiotiques qui constituent la seule option contre les infections

bactériennes résistantes.
- Décourager la commercialisation d’antibiotiques en vente libre.

- Organiser un réseau de surveillance de I’antibiorésistance sur plan régional et national
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Annexe 1 :

Annexes

Tableau : La composition des réactifs

Réactifs

La Composition

Violet de gentiane

Violet de gentiane 01 g
Ethanol a 90 %

Phénol 02 g

Eau distillée 100 ml

Lugol

lode 01 g
lode de potassium 02 g
Eau distillée 300 ml

Fuchsine

Fuchsine basique 01 g
Alcool éthylique a 90 ° 10 ml
Phénol 05 g

Eau distillé 100 ml

Kovacs

Diméthyl-amino 4 Benzaldéhyde : 50g
Alcool isoamylique : 750ml
Acide chlorhydrique : 250ml
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Annexe 2 :

Tableau : la composition des milieux de cultures

Le Milieu La Composition

Extrait de viande de beeuf 1,0g
Extrait de levure 2,0g

Gélose Nutritive Peptone 5,09
Chlorure de sodium 5,09
Gélose 15,09

pH=7.4

Protéose-peptone : 12,09

Extrait de levure : facteur de croissance. 3,09
Lactose : critere de différenciation. 12,0g
Saccharose : critére de différenciation. 12,0g
Salicine : critere de différenciation. 2,0g
Citrate de fer Il et d'ammonium révélateur
d'H2S 1,5¢

Gélose Hektoen Sels biliaires : inhibiteur 9,0g

Fuchsine acide : inhibiteur 0,19

Bleu de bromothymol : indicateur de pH.
0,065g Chlorure de sodium : maintien de la
pression osmotique 5,09

Thiosulfate de sodium : précurseur d'H2S
5,0g Agar 14,09

pH=7,6

Peptones bactériologiques : 20g
Sels biliaires : 1,5¢

Chlorure de sodium : 5g

Gélose Mac Conkey Lactose : 10g

Rouge neutre : 0,039

Cristal violet : 0,001g

Agar:15g , pHfinal:7,1+£0,2




Annexes

Peptone : 10g

Extrait de viande de beeuf : 1g
Chlorure de sodium : 75g
Gélose Chapman Mannitol : 10g

Rouge de phénol : 0,025¢
Agar : 159

pH=:75

Infusion de viande de beeuf 300 ml
Peptone de caséine 17,59

Muller Henton Amidon de mais 1,59

Agar 10,09

pH=7,4

Mélange spécial de peptones : 23 grammes,
Gélose au Sang Amidon : 19
Chlorure de sodium : 5 g,
Agar:10g,

Sang : 50 ml.

pH =de 7,3.
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Annexe 3 :

Tableau : Résultats de I’examen bactériologique

Souches

Aspect

Aspect des souches E.coli sur milieu Mac-Conkey

Aspect des souches Pseudomonas aeruginosa sur

milieu Mac-Conkey

Aspect des souches Staphylocoque spp sur milieu
Chapman

(Microbiology laboratory turkey. 2018)
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Annexe 4 :

Tableau : Identification des germes par la galerie API 20F

API10 S V3.1 jonPG| GLU | ARA | LDC JoDC| CIT | HzS
Citrobacter koseri/amalonaticus 9 00 : 0 86 8
Citrobacter braakii ] 51 00 99 0
Citrobacter farmeri 98 00 39 0 00 0
Citrobacter freundii 90 00 94 0

C
X
m

TDA | IND | OX | NOz
0

Edwardsiella tarda 0 99 1 99 00

| Escherichia coli 1 6 - 80 98 56
l Escherichia coli 2 74 99 90 0 32
0

Escherichia vulnens 00 99 99 15

Enterobacter aerogenes 99 99 99 98 99

Enterobacter spp/Escherichia coli/Shigella sonnei 00 00 00 0 00
Enterobacter cloacae 99 99 99 1 3
Hafnia alvei I 680 99 00 98

I Klebsiella oxytoca 99 99 96 8 2 90
Klebsiefla pneumoniae ssp pneumoniae 99 99 99 72 0 90
Morganella morganii 2 9 1
Pantoea spp 1 00 00 80
Pantoea spp 2 96 00 99
Proteus mirabilis

olelelele|o|8 |3 - H - E

1
1
1
0
Enterobacter amnigenus 99 98 98 0 g 56 |
0
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[ Salmonelia typhi

l Sevratia liquefaciens

I Sevrratia marcescens 94 00 19

| Sematia odorifera 9 99 9

I Shigella spp | 26 99 40

I Yersinia enterocolitica 1 41 00 98
Yersinia enterocolitica 2 8 9 0
Yersinia pseudotuberculosis 98 29

I Aeromonas hydrophila
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Annexe 5 :
Tableau : Valeurs des diamétres des zones d’inhibition pour entérobactéries (médecine
vétérinaire)
’*“"D‘G(lquts lestés T Cf‘w,gcsrdeﬁ T Dameties o qh::,;;ilfu:ﬁ}i ChE critiques (poml) J;l
disques ) i S R | 3 |
Ampiciting < |
- Toules espéces animales 10vg s o ol o 2 e I
- Chien
Escherichia colf 21 05 .25
| Amoxicilina + A
| Acde clavulaniqua® 20110 pg 513 14-17 218 23216 163 /4
Célalotina 3049 14 15-17 218 232 16 <3
Céfiofur 309 s17 18-20 221 28 4 <2
Nécmycine 0 g <13 1417 218 264 R <16
|Gentamicing*™* 109 $12 13-14 215 216 8 A4
! Espéce canine 512 13-15 216 28 1 2 |
1
{
|
; Espece equine 512 13-15 216 28 4 2 |
| i
Sulfisoxazota 200 pg 512 13-16 217 2512 s256
iiT”"’C"‘CF' me+ Sulfamétherazols 1,2523,75 g s10 11-15 216 24/76 2,33 #
iTélraqclmes Wpg <14 15-18 219 216 8 <4
Acide nalidioquel luméquine 20y <13 14-18 219 232 E <16
Acide oxofinique 10 g sV7 . 220 >4 s s2 f
5“'0"01“'"*50 TE— 59 316 17-20 221 22 0.5-1 €025
spéce Aviaire (poulel el dinde) =16 1722 23 5 051 075
Espece [e'ina et camne <16 17-22 223 24 1-2 <05
Marbofaxacine (méme valeurs pour I'espéce féine el Sug s14 15-19 220 24 2 s1
canine)
Danofloxacine (espece bovine) 549 - = 222 . <075
Colistine 10 g . = 2 . 52
Ndrofuranioing”® 200 pg s14 15-18 217 2128 84 €32
Chioromphenico™ Wyg EIF A AT 213 32z 6 )
Annexe 6 :
Tableau : Répartition des bactéries isolées
Bactéries E.coli Pseudomonas | Staphylocoque Proteus Total
aeruginosa mirabilis
Nombre 29 1 15 5 50
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Pourcentage 58% 2% 30% 10% 100%

Annexe 7 :
Bactéries E.coli Pseudomonas | Staphylocoque Proteus Total
aeruginosa mirabilis

Nombre 7 0 1 2 10

ECBU

Pourcentage 70% 0% 10% 20% 100%

ECBU

Nombre 10 0 0 0 10

Coproculture

Pourcentage 100% 0% 0% 0% 100%

Coproculture

Nombre 2 0 7 1 10

Spermoculture

Pourcentage 20% 0% 70% 10% 100%

Spermoculture

Nombre

Pertes 5 0 4 1 10

vaginales

Pourcentage 50% 0% 40% 10% 100%

Pertes

vaginales

Nombre 5 1 3 1 10

ECB Pus

Pourcentage 50% 10% 30% 10 100%

ECB Pus

Tableau : Répartition des bactéries isolées en fonction du prélevement
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Annexe 8 :
Antibiotiques | Gentamicine | Amoxicilline | Triméthoprimesulfame | Céfazoline | Amoxicilline
Acide
clavulanique
Pourcentage
de 7,50% 65% 42,50% 30% 40%
résistance
%
Tableau : La fréquence de l'antibiorésistance de toutes les bactéries isolées
Annexe 9 :
Tableau : Fréquence de I’antibiorésistance de Proteus
Antibiotiques | Gentamicine | Amoxicilline | Triméthoprimesulfame | Céfazoline | Amoxicilline
Acide
clavulanique
Pourcentage
de 0% 60% 40% 60% 40%
résistance
%
Annexe 10 :
Tableau : Fréquence de I’antibiorésistance d’E.coli
Antibiotiques | Gentamicine | Amoxicilline | Triméthoprimesulfame | Céfazoline | Amoxicilline
Acide
clavulanique
Pourcentage
de 3,20 % 61% 32,25 % 16 % 39%
résistance
%




Annexe 11 :

Annexes

Tableau : Fréquence de I’antibiorésistance de Pseudomonas

Antibiotiques | Gentamicine | Amoxicilline | Triméthoprimesulfame | Céfazoline | Amoxicilline
Acide
clavulanique
Pourcentage
de 0% 100 % 100 % 100 % 100 %
résistance
%
Annexe 12 :
Tableau : Fréquence de I’antibiorésistance des Staphylocoques
Antibiotiques | Gentamicine | Amoxicilline | Triméthoprimesulfame | Céfazoline | Amoxicilline
Acide
clavulanique
Pourcentage
de 13,33 % 20% 26,66 % 20 % 13 %
résistance
%
Annexe 13 :

Tableau : Fréquence de I’antibiorésistance des bactéries en fonction de leurs origines

Antibiotiques

GEN

AMX SXT

CFz

AMC

Pourcentage de
résistance
ECBU%

0%

40% 40 %

50 %

50 %

Pourcentage de
résistance
Coproculture%

0%

40 % 50 %

20 %

70 %

%

Pourcentage de
résistance
Spermoculture

10 %

20 % 20 %

0%

20 %

Pourcentage de
résistance
Pertes
vaginales %

10 %

10 % 20 %

20 %

50 %

Pourcentage de
résistance
Pus%o

10 %

50 % 40 %

40 %

70 %




Résumé

Résumé :

La résistance aux antibiotiques est un probléme d’importance croissante en pratique médicale.
Elle concerne aujourd’hui I'ensemble du monde microbien et toutes les familles d'antibiotiques
thérapeutiques. Notre étude vise a dresser un état de lieu sur les bactéries isolées, au niveau
d’un laboratoire d’analyses microbiologiques, provenant de différents types de prélevements
(les urines , les selles , les pertes , sperme, et le pus ), dans un premier temps, ensuite, étudier
leur profil de résistance vis-a-vis quelques antibiotiques utilisés en thérapeutique. Sur les 50
souches qui ont été isolées a partir des différents prélevements ; (58%) était des Escherichia
coli. (30%) Staphylocoque, (10%) Proteus mirabilis, (2%) Pseudomonas. L’antibiogramme a
révélé des taux de résistance assez élevés pour les bétalactamines, ou les pourcentages étaient
de 65% pour I’amoxicilline acide clavulanique, 40% pour I’amoxicilline et 30% pour la
céfazoline (céphalosporine de 1E génération), et les sulfamides qui ont montré eux aussi un taux
élevé qui de 42,50% pour le triméthoprimesulfaméthoxazole. En revanche, la gentamicine a
enregistré un taux beaucoup plus faibles. La multirésistance a révéler des taux alarmants ou
66% des isolats étaient résistants a au moins 02 antibiotiques différents et 6% étaient résistants
a 5 antibiotiques différents a la fois.

Mots clés : Antibiorésistance - Antibiotique - préléevement - Escherichia coli
Abstract :

Antibiotic resistance is a problem of growing importance in medical practice. It concerns today
the whole microbial world and all therapeutic antibiotic families. Our study aims to draw up
an inventory of the bacteria isolated, at the level of a microbiological analysis laboratory, from
different types of samples (urine, stools, discharge, semen, and pus), and then to study their
resistance profile with respect to some antibiotics used in therapy. Of the 50 strains that were
isolated from the different samples; (58%) were Escherichia coli. (30%) Staphylococcus, (10%)
Proteus mirabilis, (2%) Pseudomonas. The antibiogram revealed quite high rates of resistance
for betalactam, where the percentages were 65% for amoxicillin clavulanic acid, 40% for
amoxicillin and 30% for cefazolin (cephalosporin of 1st generation), and sulfonamides which
also showed a high rate that of 42.50% for trimethoprimesulfamethoxazole. In contrast,
gentamicin recorded a much lower rate. The multiresistance to reveal alarming rates where 66%
of the isolates were resistant to at least 02 different antibiotics and 6% were resistant to 5
different antibiotics at the same time.

Key words: Antibiotic resistance - antibiotic - sample - Escherichia coli
HE

e s AlaShy s Sual) allally 5 laty sl Apdall A jlaall b dalite AlSGe 4 all Cilaliaall daglia el
il Jare (5 sine e g jeall LouSill 3 sm el sal L) 50 Cangd Auadlall 4 sl cilaliaall <Bile
Al 53 A3 ol 5 ey saall il sanl 81 gil) )l e sall) i) (pe Ailine g1 5if (g adld ¢ o 505 Sl
Oe e & Al A Gpaddl G e 3kl (8 deadiial) 4 pal) Glabliaal) (aed A glaal) Cala il 238
Aa) 30 (72) el ) Al (710) e siiall by Sall (730) i o) sl 4 iy culS (758) ¢abiad) cilial)
Gl @SN amaal 765 cawil) culS Cua SV clinalial G ddle Lo slie cVare g sal) slaall kil
sl il lagali lally (0 stz pa I3 il il Szl 7305 (b 5050 740 «ibinsnS 5l
Ao el i3S S B Jame Cpaliiall Jas (Jiaall (5 ) sfaalibes a3 saas 174250 (0 dlle A Wiaf
7,65 <alida (5 sn an 02 o Ju Y Wl A glae &Y 3al) (1 766 CilS Cua (3l 5 e CYama (e Badakall A g2

kg iy b Adlide 4 g Slalias 5 A gl il

2 o) i) A€ a1 A anll lalimalle e 380 4 genl Calsliaall s glia Apalisall il



	ADH : Arginine dihydrolase
	Introduction :
	I- Bactéries
	1- Définition :
	2- Anatomie des bactéries :
	2.1.3 - Les ribosomes :
	2.1.4 - La membrane cytoplasmique :
	2.1.5 -La paroi bactérienne :
	2.2 -Les éléments facultatifs :
	2.2.1 -Les plasmides :
	2.2.2 -La Capsule :
	2.2.5 -L’endospore :
	2.2.6 -les inclusions cytoplasmiques :
	2.2.7 -Le Glycocalyx :
	3- Classification et caractéristiques des bactéries :
	II - La résistance bactérienne aux antibiotiques :
	1-Historique :
	2-Généralités sur les antibiotiques :
	2.1 -Définition de l’antibiotique :
	2.2 - Classification des antibiotiques :
	2.3 -Mode d'action des antibiotiques :
	2.4 -CMI / CMB :
	4 -Types de résistance :
	4.2 -La résistance acquise :
	5- Les mécanismes de résistance :
	5.3. Les mécanismes biochimiques de la résistance :
	5.3.1. Modification de la cible des antibiotiques :
	5.3.1.1. Modification qualitative :
	5.3.2. Inactivation enzymatique de l'antibiotique :
	5.3.4. Efflux des antibiotiques :
	5.4. Autres types de résistance :
	5.4.3. Co-sélection :
	5.5. Les multirésistance :
	6. Facteurs favorisant la résistance aux antibiotiques :                                                                              a) Pression sélective exercée par l’utilisation d’ATB : favorise la survie des bactéries ayant acquis une résistance ...

	III -Prélèvements à visée diagnostique bactériologique :
	1 -Introduction :
	2 -Conditions et techniques des prélèvements :
	2.1 -Moment de prélèvement :
	2.2 -Site de prélèvement :
	2.5 -Transport :
	3-5 Les expectorations bronchiques :
	3-6 le sperme :
	3-7 les prélèvements de pus :
	I -Cadre et lieu d’étude :
	II -Matériel :
	III -Méthodes :
	1 -Prélèvement des urines :
	1.1 -Examen macroscopique :
	1.2-Examen microscopique :
	1.2.1 -Examen cytologique :
	1.2.1.1 -Examen cytologique quantitatif :
	1.2.1.2 -Examen cytologique qualitatif :
	1.2.2 -Examens bactériologiques :
	1.3- Identification biochimique :
	1.3.1 - Galerie biochimique classique :
	1.3.1.1 -Test de catalase :
	1.3.1.3 -Milieu Triple Suger Iron. (TSI) :
	1.3.1.4 -Milieu Mannitol-Mobilité :
	1.3.2 -Galerie API 20 E :
	Figure 12 : La galerie API 20 E (Galerie API, s. d.)
	1.4 - Antibiogramme :
	1.4.1- Technique d’antibiogramme :
	1.4.2 - Lecture d’antibiogramme   :
	2 -Prélèvement des selles :
	2.1- Technique de prélèvement :
	2.3.1- Examen cytologique :
	2.3.4 - L’identification biochimique :
	2.3.5 - L’antibiogramme :
	3 - Prélèvement des sécrétions vaginales :
	3.2 -Examen cytobactériologique :
	3.2.1 -Examen macroscopique :
	3.2.2 -Examen microscopique :
	3.2.2.1 - Examen direct Etat frais :
	3.2.2.2- Examen direct après Coloration :
	3.3 - L’identification biochimique :
	3.4 -L’ Antibiogramme :
	4- Prélèvement de sperme :
	4.1 -Technique de prélèvement :
	4.2- Examen cytobactériologique de sperme :
	4.2.1 -Examen macroscopique :
	4.2.2- Examen microscopique :
	4.2.2.1- Examen cytologique :
	4.2.2.1.1 - Examen direct à l’état frais :
	4.2.2.1.2 – Examen direct après coloration :
	4.2.2.2 - Examen bactériologique :
	4.3 -L’identification biochimique :
	4.4 -L’antibiogramme :
	5 - Prélèvement de Pus :
	5.1 - Technique de Prélèvement :
	5.2 -Examen cytobactériologique de pus :
	5.2.1 -Examen macroscopique :
	5.2.2 -Examen microscopique :
	5.2.2.1 -Examen direct à l’état frais :
	5.3 -L’identification biochimique :
	5.4 -L’antibiogramme :
	I- Analyses Bactériologiques :
	1 -Répartition des bactéries isolées :
	2- Répartition des bactéries isolées en fonction du prélèvement :
	II. L’antibiorésistance :
	1-La fréquence de l'antibiorésistance de toutes les bactéries isolées :
	2- La fréquence de l’antibiorésistance de chaque bactérie :
	2.1- Fréquence de l’antibiorésistance de Proteus :
	2.2- Fréquence de l’antibiorésistance d’E.coli :
	2.3- Fréquence de l’antibiorésistance de Pseudomonas :
	2.4- Fréquence de l’antibiorésistance des Staphylocoques :
	3- la fréquence de l’antibiorésistance des bactéries en fonction de leurs origines :
	4 -La fréquence de multirésistance des bactéries isolées :
	Conclusion :
	-David B. (2020). Spermogramme : indications, pratique et résultats. Doctissimo.

