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Introduction

L’émergence et la dissémination de bactéries multi résistantes aux antibiotiques sont une
préoccupation majeure pour le microbiologiste et le clinicien. En effet, I’augmentation de la
résistance des bactéries aux antibiotiques entraine des changements dans 1’écologie
bactérienne particulierement au niveau des hépitaux [9].

L’identification et 1’étude de la sensibilité des bactéries au laboratoire sont devenues plus
faciles, plus rapides et plus fiables avec la mise sur le marché des galeries d’identification et
d’étude de la sensibilité aux antibiotiques.

L’utilisation de ces galeries au laboratoire rend le prix des examens bactériologiques parfois
inaccessible par les populations a ressources limitées.

C’est dans ce contexte, que des travaux réalisés au sein de 1’Unité de Recherche et de
Biotechnologie Microbienne du laboratoire de Bactériologie-virologie de I’Hopital Aristide le
Dantec, ont abouti & la mise au point de mini galeries Micro-CSB ® d’identification et d’étude
de la sensibilité aux antibiotiques de nombreuses bacteéries.

L’efficacité et la fiabilité de ces minigaleries Micro CSB © dans 1’étude de la sensibilité
bactérienne ont été démontrées et validées par des études antérieures [5, 7, 13].
L’identification et la détermination du profil de sensibilité rapide du germe isolé sont capitales
pour une meilleure prise en charge de I’infection par le clinicien.

L’objectif de notre travail etait d’étudier la réduction du temps d’incubation en 6 heures de
ces minigaleries Micro-CSB © pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques des bacilles &
Gram négatif (BGN).
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I. Généralités sur Escherichia coli

I.1. Taxonomie
Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriaceae et a la classe des
gamma-protobacteria. Escherichia coli est I’espece type du genre Escherichia. Cette bactérie,
décrite pour la premiére fois par le pédiatre allemand Theodor Escherich en 1885 sous le nom
de «Bacterium coli commune» a fait 1’objet d’un trés grand nombre d’études.
Le genre Escherichia comprend en outre 4 autres especes isolées chez I’homme : Escherichia
hermannii, Escherichia vulneris, Escherichia fergusonii et, Escherichia albertii la derniere en
date [3, 10].

1.2. Historique
La naissance de la famille des Enterobacteriaceae se situe entre 1937 lorsque 0. Rahn
proposa le genre Enterobacter pour regrouper les microorganismes présentant des propriétés
biochimiques et morphologiques communes.
Cette famille a connu un essor avec la découverte de nouveaux genres et especes suite aux
travaux de Brenner et Grimont [3, 10].
En 1972, Edward et Ewing intégraient 11 genres et 26 especes dans la famille des
Enterobacteriaceae alors qu’en 1973, 31 genres et 139 especes étaient identifiés [3, 10].
En 1985, Farmer et coll. décrivaient 22 genres comprenant 69 espéces et 29 groupes

entériques [10].

I.3. Caractéres bactériologiques

1.3.1 Les caractéres morphologiques et culturaux
C’est un bacille a Gram négatif de 2 a 4 pm de longueur et de 0,4 a 0,6 um de largeur.
Escherichia coli pousse sur un milieu ordinaire pendant 24 heures a 37° C. Elle donne des
colonies rondes, translucides [10].
Les colonies d’Escherichia coli sont de forme circulaire, de taille irréguliére, de couleur

blanc-opaque ; de surface bondée et brillante ; avec une consistance gluante [10].



1.3.2 Les caractéres biochimiques

Escherichia coli exprime les caractéres généraux des entérobactéries. C’est des bacilles a
Gram négatif (2 a 4 microns de long sur 0,4 & 0,6 microns de large), mobiles avec une
ciliature peritriche ou immobiles, poussent sur milieux de culture ordinaires, aérobies-
anaérobies facultatifs, fermentent le glucose avec ou sans production de gaz, réduisent les
nitrates en nitrites, oxydase négatif.

Escherichia coli fermente les sucres (lactose et glucose), réduit les nitrates en nitrites,

métabolise le tryptophane en indole [10].

1.4 Caractéres antigéniques
L’antigéne somatique O, définissant le sérogroupe, est contenu dans les LPS
(lipopolysaccharides) présents sur la paroi bactérienne des bactéries a Gram négatif.
L’antigéne flagellaire H est de nature protéique entrant dans la structure du flagelle (ciliature
péritriche) permettant la mobilité de la bactérie. L'antigéne K de surface n’est pas toujours

présent mais s'il est présent, il bloque I'agglutinabilité de I'antigene O [3, 10].
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Figure 1 : Les différents antigenes chez E. coli [3]
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1.5 Habitat
E coli est un hoéte normal du tube digestif de I’homme et des animaux a sang chaud.
L’appellation commune « colibacille » est une contraction de « bacille du colon » rappelant
son caractere de bactérie commensale du tube digestif. Chez 1’homme, il représente I’espéce
dominante de la flore intestinale aérobie (10° & 10°) bactéries par gramme de selles chez
I’adulte. A ce titre, E. coli constitue un bon indicateur d’une contamination fécale, dans ’eau,

les aliments ou le sol [10].

1.6 Les différents pathovars d’E. coli

La présence de facteurs de virulence spécifiques (facteurs de colonisation, toxines, etc.)
permet de regrouper les souches d’E.coli en pathovars. Chaque pathovar est associé a un
syndrome infectieux caractéristique. L’identification d’une souche a I’espéce E. coli par les
techniques classiques n’est pas suffisante pour apprécier la responsabilité de celle-ci dans
I’infection intestinale, il est nécessaire d’identifier le pathovar auquel appartient la souche par
la caractérisation des facteurs de virulence [10].

Les souches d’E. coli responsables d’infections intestinales sont actuellement classées dans 6
pathovars définis sur la base des facteurs de pathogénicité et des signes cliniques engendrés.
IIs sont désignés par ECEP (E. coli Entéropathogéne) ou EPEC (Enteropathogenic E. coli) et
leurs caractéristiques sont résumées dans le tableau | et 11 [10].



Tableau I : Principales infections dues aux pathovars d’E .coli [9].

Pathovars Infections intestinales
-Syndrome cholériforme.
ETEC -Epidémies chez les enfants dans les pays en
voie de développement.
-Diarrhées du voyageur.
-Diarrhées infantiles aigues ou chroniques.
EPEC -Epidémies dans les maternités ou les
créches.
-Syndrome dysentérique.
EIEC -Diarrhées chez les adultes.
-Colites hémorragiques.
EHEC -Syndromes hémolytique et urémique.
-Diarrhées persistantes
EAQQEC
ETEC : Enterotoxigenic Escherichia coli
EPEC : Enteropathogenic Escherichia coli
EIEC : Enteroinvasive Escherichia coli
EHEC : Enterohemorragiques Escherichia coli

EAQQEC : Enteroaggregative Escherichia coli




Tableau Il : Caractéristiques des différents pathovars d’E. coli [9]

Pathovars Sérogroupes les Principaux facteurs Principe
plus fréquents de pathogénicité d’identification
18-44-55-86-111- Facteurs d’adhésion : | Recherche du géne
112-114-119-125- Bfp (adhésion codant pour les Bfp
EPEC 126-127-128*-142 localisée) et du gene eae
Attachement- Sérotypage O
effacement : géne
eae
6-8-15-20-25-27-63- | Facteurs d’adhésion : | Recherche des
78-80-85-115-128%- | CFA/I, CS Entérotoxines LT et
=TEC 139-148-153-159- Entérotoxines : LT et | ST
167 ST
28%-29-124-136- Pouvoir invasif | Pouvoir invasif
143-144-152-164- (plasmide pINV) Recherche du
=CEl 167 plasmide pINV, du
locus ial
157-26-91-103-111- | Cytotoxines : Sxt 1 et | Sérotypage O dont
128 Sxt 2 0157 :H7
Attachement- Recherche des génes
EHEC effacement : géne | codant les toxines
eae Stx 1 et Stx 2
Recherche du gene
eae
3-4-7-9%-15-21-51- | Facteurs d’adhésion | Mise en évidence de
55-77-86-91-92-106- | AAF/I (adhésion | I’adhésion agrégative
EAEC 111-126-127 agrégative) Recherche d’EAST-1
Entérotoxines EAST-
1
4-15-28-44-50-55- Facteurs d’adhésion | Recherche des genes
DAEC 69-75-86-125-126- AIDA/I et Afa /Dr codant pour AIDA/I

127-128

et Afa/Dr




ETEC : Enterotoxigenic Escherichia coli

EPEC : Enteropathogenic Escherichia coli
EIEC : Enteroinvasive Escherichia coli
EHEC : Enterohemorragiques Escherichia coli

EAQgEC : Enteroaggregative Escherichia coli
DAEC : Diffuse adhering Escherichia coli

Les souches d’Escherichia coli peuvent étre également responsables d’infection urinaire. Une
infection urinaire est une infection bactérienne de I’urétre (urétrite) ou de la vessie (cystite).
Elle peut remonter jusqu’au rein et provoquer alors une pyélonéphrite. Ce sont les infections
bactériennes les plus fréquentes, quel que soit 1’age. Il arrive que des bactéries (Escherichia
coli dans 90% des cas), pénétrent le systéme urinaire par le biais de 1’urétre, le canal
d’évacuation de I'urine. Elles s’y développent alors et créent une inflammation. Les infections
urinaires sont plus fréquentes chez la femme parce que l’urétre est court et se trouve a

proximité de I’anus ou les Escherichia coli proliferent [3, 10].

1.7 La sensibilité aux antibiotiques de E.coli
E. coli est naturellement sensible aux antibiotiques actifs sur les bacilles a Gram négatif.
Cependant, des souches résistantes aux antibiotiques sont de plus en plus fréquentes. Ces
résistances acquises sont marquées par une grande diversité [16].
Des souches d’E. coli résistantes aux carbapénemes sont décrites aussi bien en ville qu’a
1I’hdpital avec une prévalence faible.
Ces résistances sont, en grande majorité d’origine plasmidique car E.coli peut aisément
acquérir des réplicons par transfert horizontal (conjugaison). Il peut s’agir parfois de
plasmides épidémiques conférant une multi résistance [10, 16].

I1. Généralités sur Pseudomonas aeruginosa

11.1 Définition
Pseudomonas aeruginosa (du latin aeruginosus = couvert de rouille) appelé bacille
pyocyanique (du grec puon = pus et du grec kuanos = bleu foncé) a été isolée en 1882 par

Gessard.



Pseudomonas aeruginosa est 1’espéce type du genre, elle est la plus facile a étre identifiée

[8].

11.2 Taxonomie
Le genre Pseudomonas est depuis toujours un genre pléthorique avec 160 especes répertoriees
en 1957. L’édition 1974 du Bergey’s Manual retenait 29 especes dont 13 d’intérét medical ;
en1984, il conservait 30 especes principales [1, 8].

11.3 Caracteres bactériologiques

11.3.1 Caracteres morphologiques et culturaux
C’est un bacille a Gram négatif 1 a 3 um de long et 0,5 a 1um de large. Il est parfois recouvert
d’un pseudo capsule appelée «slime» qui peut jouer un réle important dans la pathogeénicité de
cette bactérie [1, 8].
Il peut étre cultivé facilement sur beaucoup de milieux en atmosphére anaérobiose en
présence de nitrates. Il dégage une odeur aromatique caractéristique de seringat due a la
production d’ortho-amino-acéto-phénone, intermédiaire du métabolisme du tryptophane et
non lié a la production de pigment. Un milieu sélectif comme le milieu de Drigalski convient
pour leur culture.
Des milieux sélectifs & base de cétrimide additionnés d’antibiotiques (exemple : acide
nalidixique) sont proposés pour la recherche de Pseudomonas aeruginosa dans des produits
trés contaminés ou dans les eaux (hydrologie) [8].

11.3.2 Pigments élaborés
Pseudomonas aeruginosa produit deux pigments qui diffusent dans le milieu de culture : la
pyocyanine, bleue vert, soluble dans le chloroforme et la pyoverdine, jaune vert fluorescent et
soluble dans I’eau. Il existe de rares souches produisant d’autres pigments (noir ou rouge).
Certaines souches sont non pigmentées [8].
La production de pigments est favorisée sur les milieux de King "A" pour la pyocyanine et
"B" pour la pyoverdine [8].

11.3.3 Caracteres biochimiques
Pseudomonas aeruginosa n'est pas capable de fermenter les sucres mais peut les attaquer (le

glucose en particulier) par voie oxydative, entrainant une acidification du milieu. Les milieux
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MEVAG (Milieu pour I'Etude de la Voie d'Attaque des Glucides) ou de Hugh et Leifson
permettent de mettre en évidence cette propriété

Comme la plupart des Pseudomonas, Pseudomonas aeruginosa posséde une oxydase.
D'autres caractéres sont utiles pour le diagnostic de I'espéce. Pseudomonas aeruginosa ne

produit pas 1’Indole, n’hydrolyse pas 1’urée, ne produit pas H,S et réduit les nitrates en nitrites

[8].

11.4 Habitat

Les bactéries du genre Pseudomonas sont caractérisées par leur caractere ubiquiste ; elles sont
retrouvees dans les eaux (eaux douces polluées et non polluées, stagnantes ou courantes, eaux
de mer), sol, végeétaux, etc.

Elles peuvent étre présentes dans les poussiéres en suspension dans ’air. La contamination
des aliments ou des denrées alimentaires (végétaux crls) par ces bactéries n’est pas
exceptionnelle et peut constituer un mode de contamination. Leurs exigences nutritives
modestes leur permettent de survivre et de se multiplier sur des surfaces humides. De ce fait,
elles sont fréquemment rencontrées en milieu hospitalier aussi bien dans 1’environnement
humide proche du malade (éviers, siphons, objets et linges de toilettes, etc.) que dans de
nombreux liquides parmi lesquels les solutions d’antiseptiques [1, 8].

P. aeruginosa est une espéce fréquemment isolée en pathologie infectieuse. Elle peut étre
rencontrée au niveau du tube digestif, de la gorge, du nez ou de la peau. Ce portage augmente

de facon significative avec le temps d’hospitalisation [8].

I1.5 La sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

Pseudomonas aeruginosa est réputé pour sa résistance aux antibiotiques qui pose de sérieux
problemes thérapeutiques et favorise sa dissémination en milieu hospitalier. La résistance
naturelle du bacille pyocyanique releve d'une mauvaise permeabilité de la membrane externe
et de la production constante d'une béta-lactamase inductible.

Les résistances acquises sont dues a une imperméabilité accrue de la membrane externe
(modification des porines) ou a la production d'enzymes inactivantes. Ces deux mécanismes
peuvent coexister et associer ainsi leurs effets [14].

Pseudomonas aeruginosa est résistante aux aminopénicillines, aux céphalosporines de 1° et
2™ génération, aux tétracyclines, aux macrolides, au chloramphénicol, a la rifampicine, au

triméthoprime-sulfaméthoxazole [14].



La résistance acquise aux bétalactamines est fréquente par production de pénicillinase
inactivant la ticarcilline, les acyluréidopénicillines, la cefsulodine et le céfopérazone ou par

dérépression de la céphalosporinase naturelle [14].

La résistance acquise aux quinolones peut étre due a une imperméabilité observee dans 15%
des cas.

La résistance acquise a la fosfomycine est due a une diminution de la perméabilité [14].

I11. Rappels sur les antibiotiques

I11.1 Définition
Un antibiotique est une substance naturelle, synthétique ou semi synthétique qui a pour but
d’inhiber la croissance bactérienne (effet bactériostatique) ou de tuer les bactéries (effet

bactéricide) [2, 6].

I11.2 Classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques peut se faire selon leur origine (naturelle, synthétique ou
semi-synthétique), leur mode d’action, leur spectre d’activité et leur nature chimique [2, 6].

Il existe plusieurs familles d’antibiotiques.

111.2.1 Les Béta-lactamines
Les béta-lactamines représentent une vaste famille d’antibiotiques bactéricides qui posseédent
comme structure de base le cycle béta-lactame (figure 2). Nous distinguons 4 sous-familles :
les pénames (pénicillines), les pénémes, les monobactams et les céphémes.
Les spectres d’activité de chaque sous-famille sont tres différents en fonction de leurs
particularités structurales.
La résistance par production de béta-lactamases a conduit au developpement d’inhibiteurs
(Acide clavulanique, EDTA, cloxacilline, ions chlorures) de ces enzymes, qui associés a
certaines béta-lactamines en restaurent 1’activité antibactérienne. Les béta-lactamines sont en
général bien tolérées exceptées des manifestations immuno-allergiques diverses et
éventuellement croisées qui sont rencontrées avec la grande majorité des béta-lactamines [2,
6,9, 11, 12].
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Figure 2 : Structure du noyau béta-lactame [2]
v Les pénicillines

Les pénicillines regroupent :
- les pénicillines naturelles groupes GetV ;
- les pénicillines du groupe M (oxacilline) ;
- les aminopénicillines (ampicilline, amoxicilline) ;
- les carboxypénicillines (carbénicilline, ticarcilline) ;
- les acyluréidopénicillines (piperacilline, mezlocilline) ;
- les amidino-peénicillines (pivmécillinam) [14-16].

v" Les céphalosporines

Il existe 4 générations de céphalosporines actuellement :
1% génération (Céfalotine, Céfacétrile, Céfadroxil, Céfradine) ;
2°™ génération (Céfuroxime, Céfémondole, Céfoxitine) ;
3™ génération (Céftriaxone, latomoxef, Céftazidime, Céfotaxime) ;
4™ génération (Céfépime, Cefpirome) [14, 16].
v Les monobactames

Les monobactames sont une classe d'antibiotiqgue de type béta-lactamines (exemple :

Aztréonam).

Le mode d'action des béta-lactamines est la liaison a la protéine liant les pénicillines (PLP ou
PBP). lls se lient davantage aux PBP-3 [9, 11] (Figure 6).
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v’ Les pénémes

Les carbapénemes sont les béta-lactamines qui ont le spectre d’activité antimicrobienne le
plus large. L'imipenéme est un carbapéneme a spectre large. Il est associé a un inhibiteur de
son catabolisme, la cilastatine, qui est un inhibiteur d'une enzyme rénale, la déhydropeptidase

| qui métabolise et inactive I'imipeneme [15].

L'ertapenéme et le méropeneme sont aussi un carbapéneme, non inactivé par la

déhydropeptidase, ayant des propriétés proches de celles de I'imipéneme.

111.2.2 Les aminosides
Ce sont des antibiotiques bactéricides a large spectre possédant une structure

aminoglycosidique (figure 3) [19].

Figure 3 : Structure chimique des aminosides [11]

Les aminosides sont divises en 3 grands groupes :
1% génération : Streptomycine, Kanamycine, Néomycine, etc;
2°™ génération : Amikacine, Gentamicine, Tobramycine, etc ;
3*Me génération : Nétilmicine [10, 11,14].

Les aminosides pénetrent dans la membrane externe des bacilles a Gram négatif par les
porines et/ou la bicouche lipidique qu’ils désorganisent, mais également pénetrent par la

membrane cytoplasmique par transport actif dépendant du gradient électro-chimique [14].

Ils se fixent ensuite sur le ribosome et perturbent la synthése protéique (production de

polypeptides aberrants, arrét de la synthese) [14].
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Ils interagissent avec des protéines des sous-unités 30S et 50S et surtout I’ARN 16S de la
petite sous-unité. Ainsi, ils inhibent les étapes d’initiation, de translocation et de recyclage.
[15] (Figure 6).

111.2.3 Macrolides, Lincosamides, Streptogramines (MLS)
Ce sont des antibiotiques répartis en 4 groupes: macrolides ; synergistines ; lincosamides ; et
kétolides.
Ce sont des classes différentes mais ils ont les mémes mécanismes d’action et de résistance
ainsi que la méme pharmacocinétique. Ce sont des antibiotiques tres répandus sont trés
utilisés dans les infections courantes.
IIs ont un spectre d’activité limité sur les bactéries a Gram positif, les cocci a Gram négatif,
les mycoplasmes et les bacilles a Gram négatif anaérobies [9,12].
Ces molécules, bien que structurellement distinctes, possedent de nombreuses propriétés
communes justifiant leur regroupement. En effet, ce sont des antibiotiques bactéricides ou
bactériostatiques selon la dose, agissant au niveau de la sous-unité 50 S ribosomale,
caractérises par une forte liposolubilité et une trés bonne distribution tissulaire et
intracellulaire [9,16] (Figure 6).

111.2.4 Les cyclines

Les cyclines ou tétracyclines constituent une famille d'antibiotiques dérivés de la tétracycline.
Ces molécules ont pour caractéristique de posséder quatre cycles accolés (d’ou leur nom)
(figure 4). Elles sont capables de pénétrer les cellules eucaryotes. On les utilise donc en
particulier pour cibler les bactéries parasites intracellulaires. Ces molécules
sont bactériostatiques [11-12, 16].

Les cyclines sont des inhibiteurs de la traduction des protéines. Ils se lient a la sous-unité 30S
du ribosome ou se situe le centre de décodage de I'ARN messager. Cette liaison empéche la
fixation des ARNtsur le ribosome et donc la formation de l'interaction entre le codon et

I'anticodon. Ceci empéche la lecture du message génétique [14-15] (Figure 6).
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Figure 4 : Structure de la famille de base des cyclines [13]

111.2.5 Les phénicolés
Ce sont des antibiotiques dérivés de 1’acide dichloro-acétique avec une activité
bactériostatique a large spectre.
Le principal antibiotique de cette famille est le chloramphénicol. Ces antibiotiques ont
un spectre d'action tres large.
Une résistance plasmidique due a la production d'une “chloramphénicol acétyltransférase" est
décelable chez certaines entérobactéries [9,15].
Ce type de molécule se fixe sur le ribosome de la cellule pour inhiber la synthése protéique

des bactéries pathogenes freinant ainsi leur multiplication [9,14] (Figure 6).

111.2.6 Les quinolones
Les quinolones et fluoroquinolones forment une large classe d'antibactériens de synthese qui
comprend les dérivés de l'acide nalidixique découvert en 1962. L'ajout de lI'atome de fluor
dans les années 1970 a permis d'augmenter fortement la pénétration des quinolones dans les
cellules (plus de 200 fois) : d’ou la naissance des fluoroquinolones, puissants antibiotiques
capables de lutter contre une grande variété de germes chez I'nomme et I'animal.
L’apparition sur le marché dans les années 1980 de la norfloxacine, norfloxacine,
ciprofloxacine, péfloxacine et lévofloxacine ont permis aux fluoroquinolones de devenir des
antibiotiques de référence pour de nombreuses infections, comme les pyélonéphrites aigués
[4, 22].
Les quinolones bloguent la transcription et la réplication du génome bactérien. lls ont une
activité bactéricide concentration-dépendante et ils ont pour cible les ADN topo-isomérases :
ADN gyrase et topo-isomerase 1V [4, 22] (Figure 6).
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111.2.7 Les polypeptides

Ce sont des molécules en chaine qui comportent plus de 50 acides aminés reliés par des
liaisons peptidiques (figure 5). lls constituent une famille d’antibiotiques dont des molécules
tres toxiques qui ne permettent qu'un usage tres limité. La colistine appartient a cette famille
d’antibiotique [6, 9, 11].

Le mode d’action est lié a un effet polycationique désorganisant les groupes phosphates des
lipopolysaccharides de la membrane des bacilles a Gram neégatif. Cette interaction est
responsable d'une augmentation de la perméabilité membranaire et d'une fuite du contenu
intracellulaire, a l'origine de la mort de la bactérie. Ce mécanisme d'action peut étre
responsable d'une synergie avec d'autres antibiotiques apparaissant inefficaces sur
I'antibiogramme notamment par imperméabilité, d'ou I'intérét en pratique clinique de tester les

associations avec de la colistine [12] (Figure 6).

*HN—C — —N—C —C —N—C —C —N—C —C---¢ic.
H H H H H H H
palypeptt de

Figure 5 : Structure chimique des polypeptides [12].

Inhibition de la synthése
de la parol

Lésion dos membranes
(Colstng)

Figure 6 : Mode d’action des antibiotiques [11]
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1V. Généralités sur I’antibiogramme
1.1 Définition
Un antibiogramme est un test qui permet de definir le profil de sensibilité aux antibiotiques

d’une souche bactérienne donnée [2].

IV.2 Intéréts de I’antibiogramme
Les intéréts de 1’antibiogramme sont :

- Thérapeutique : 1’antibiogramme favorise un choix judicieux des antibiotiques.

- Epidémiologique : il contribue a la surveillance de la résistance bactérienne dans
le temps, ce qui permet une adaptation de 1’antibiothérapie probaliste. 1l permet également la
comparaison des phénotypes de résistance [9].

- Diagnostique : il contribue a I’identification bactérienne par la mise en

évidence de résistance naturelle [9].

1.3 Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé

Des disques de papier buvard, imprégnes de 1’antibiotique a tester, sont déposés a la surface
d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier.
Dés l'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniére uniforme si bien que leurs
concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque. Aprés incubation,
les disques sont entourés d’une zone d’inhibition circulaire correspondant & une absence de
culture. Les diamétres d’inhibition correspondent a la concentration minimale inhibitrice [2,

9, 14, 15] (Figure 7).

TIC

AMC

C

Figure 7: Profil d’une souche d’Escherichia coli a I’antibiogramme [14]
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V.4 Antibiogramme en milieu liquide
Les méthodes de dilution sont les méthodes de référence pour la détermination de la
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI). Elles consistent a mettre un inoculum bactérien
standardisé au contact de concentrations croissantes d'antibiotiques.
En milieu liquide, I'inoculum bactérien est distribué dans une série de tubes (méthode de

macro dilution) ou de cupules (méthode de micro dilution) contenant I'antibiotique [14, 15].

V. La résistance aux antibiotiques

V.1.Notion de résistance

Plusieurs définitions de la résistance des bactéries aux antibiotiques ont été décrites. Selon les
auteurs :

v une souche est dite “résistante” lorsqu’elle supporte une concentration d’antibiotique,
notamment plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres
souches de la méme espéce ;

v' une souche est dite résistante lorsque la concentration d’antibiotique qu’elle est
capable de supporter est notamment plus élevée que la concentration pouvant étre
atteinte in vivo ;

v’ une bactérie résiste a un antibiotique lorsqu’une modification de son capital génétique
lui permet de croitre en présence d’une concentration significativement plus élevée de
cet antibiotique. Il existe plusieurs types de résistances bactériennes aux antibiotiques
[2, 6].

V.2 Types de résistance

V.2.1 La résistance naturelle
La résistance naturelle ou “intrinséque” correspond a la résistance de toutes les souches d’une
méme espéce ou d’un méme genre bactérien a un antibiotique. Le mécanisme de cette
résistance est variable mais son support génetique est généralement chromosomique. La

résistance naturelle fait partie du patrimoine génétique habituel de ’espéce [2, 6].
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V.2.2 La résistance acquise
La résistance acquise correspond a I’acquisition d’une résistance a un antibiotique par une
souche normalement sensible. Elle n’apparait que chez quelques souches d’une espeéce donnée
normalement sensible, a I’inverse de la résistance naturelle qui est caractéristique de 1’espece.
La résistance acquise est évolutive, elle varie en fonction du temps, de la localisation
(épidémie), de I’utilisation des antibiotiques. L’acquisition de la résistance peut étre liée a un
support plasmidique ou a une mutation chromosomique. Cette acquisition de résistance
observée in vitro et in vivo pour la plupart des bactéries aux antibiotiques montre tout 1’ intérét

de 1’étude de la sensibilité des bactéries au laboratoire [6].

V.2.3 La résistance clinique
Elle se traduit par 1’échec thérapeutique. Plusieurs facteurs entrent en cause dans ce type de
résistance :
- les facteurs environnementaux (cations, protéines inhibitrices, etc.) ;
- la pharmacocinétique ;
- le choix judicieux de ’antibiotique ;

- les mécanismes développés par les bactéries [6].
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DEUXIEME PARTIE : Travail expérimental

I. Objectifs de I’étude

L’objectif général de ce travail était d’optimiser et de valider 1’étude de la sensibilité aux
antibiotiques des entérobactéries et des bacilles a Gram négatif non fermentaires (BGNNF) en
utilisant les galeries Micro CSB ®. L’optimisation consistait & réduire le délai pour la

détermination du profil de sensibilité aux antibiotiques des bactéries isolées.

I1. Cadre de I’étude

Ce travail a été réalisé au niveau des Laboratoires de Microbiologie Fondamentale et
Appliquée de "UCAD Il et de Bactériologie-virologiec de 1’Hopital Aristide le Dantec
(HALD).Cette étude a éte réalisee entre Mai 2015et Aolt 2015.

I11. Souches utilisées
Deux souches de référence ont été utilisées pour cette étude : Escherichia coli 25922 ATCC et
Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC. Nous avons également utilisé 2 souches (Escherichia

coli et Pseudomonas aeruginosa) isolées d’infection urinaire pour la validation.

1V. Matériels

IV.1.Matériels pour la conservation
- Tubes nunc
- Portoirs
- Tubes stériles a vis

- Anse de platine

V.2 Matériels pour la culture et I’identification
- Boites de Pétri en matiére plastique
- Pipettes Pasteur
- Bec Bunsen
- Etuve
- Anse calibrée
- Microscope optique
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- Micropipettes

- Embouts stériles

- Becher rempli d’eau de javel
- Lames porte-objet

- Lamelles

- Four a micro-ondes

- Agitateur magnétique

- Papier buvard

V.3 Mateériels pour la détermination de la sensibilite
- Boites de Pétri
- Ecouvillons stériles
- Tubes a hémolyse
- Eau physiologique stérile
- Pince

- Microplaques (8 puits a fond rond)

- Disques d’antibiotiques

V. Méthodologie
V.1 Mode opératoire

V.1.1 Protocole
La détermination de la sensibilité aux antibiotiques consistait a ajouter au milieu MH deux
concentrations critiques (supérieure et inférieure) d’un antibiotique donné (tableau I11). Aprés
une incubation a 37° C, la croissance bactérienne était détectée grace au virage de
I’indicateur coloré (rouge de phénol) pour les entérobactéries et par la présence d’une

turbidité du bouillon MH pour les bacilles a Gram négatif non fermentaires.
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Tableau 111 : Antibiotiques utilisés pour déterminer la sensibilité des souches étudiées

Antibiotiques Utilisés Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
Amikacine + +
Céftriaxone + +

Ciprofloxacine + +
Aztreonam + +
Colistine + +
Gentamycine + +
Ampicilline + -
Levofloxacine - +

V.1.2 Préparation des milieux
- Gélose MH
Une gélose MH était préparée et répartie dans des boites de pétri pour réaliser le
réisolement des différentes souches étudiées et permettre la réalisation de 1’antibiogramme
standard.
- Préparation du bouillon MH
Le bouillon MH était préparé selon les recommandations du fabricant et additionné de
glucose et de rouge de phénol pour étudier les bactéries fermentaires. Il était également
utilisé pour étudier la présence d’une turbidité du bouillon MH reflétant la croissance des
bacilles non fermentaires.
- Préparation des CCS et CClI
Les concentrations critiques supérieure et inférieure de chaque antibiotique étaient préparées
a partir d’une solution mére.
Les concentrations d’antibiotique utilisées pour les souches sont répertoriées dans le tableau
V.
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Tableau IV : Concentration critiques supérieure et inférieure des souches étudiées

(Référence et clinique)

Antibiotques

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

CCS (pg/ml) CCI (ug/ml) CCS (pg/ml) CCI (pg/ml)
AN 32 16 32 16
GEN 16 8 16 4
CRO 64 8 64 8
ATM 32 8 32 16
CIP 4 1 4 2
LEV - - 8 2
AMP 32 8 - -
COL 8 2 8 2

La dilution de chaque antibiotique était réalisée a 1’aide de

(tableau VI).

Tableau V : Solvants et diluants des antibiotiques utlilisés

solvant et diluant appropriés

Antibiotiques Solvant Diluant
LEV % H,0 dans 0,1 mol/L NaOH Eau distillée
ATM Solution bicarbonate de sodiun saturée Eau distillée
CRO Eau distillee Eau distillée
GEN Eau distillée Eau distillée
AN Eau distillée Eau distillée
AMP Tampon Phosphate pH 7 0,1M Tampon Phosphate pH 7 0,1M
CIP Eau distillée Eau distillée
COL Eau distillée Eau distillée
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V.2 Controéle de qualité des tests effectués
Chaque lot de milieu préparé était soumis a un controle de stérilité et d’efficacité avant d’étre

utilisé pour la détermination de la sensibilité aux antibiotiques.

V.2.1 Contrdle de stérilité des milieux
Un millilitre du bouillon MH préparé était mis dans un tube a hémolyse stérile incubé a

I’étuve a 37° C pendant 24h a 48h. Le bouillon était considéré stérile a I’absence de trouble.

Chaque boite contenant de la gélose MH préparée était placée a 1’étuve a 37° C pendant 24h a

48h. Les boites étaient considérés stériles en 1’absence d’apparition de colonies.

V.2.2 Controle de qualité des microplaques CSB®

- Test de stérilité
Avant leur utilisation, les plaques déshydratées contenant les concentrations critiques
superieures et inférieures étaient incubées sans inoculum pendant 24h a 37° C.
Le milieu contenu dans les plaques était considéré comme stérile en absence de virage de

I’indicateur coloré (rouge de phénol).

- Test d’efficacité
Le bouillon MH mis en présence de la souche de référence et de I’indicateur coloré est incubé
a 37° C pendant 24 heures. Le milieu était considéré comme efficace en cas de changement de

coloration du milieu MH.

V.2.3 Contréle des paramétres dynamiques
Le pH de chaque milieu préparé était verifié a I’aide d’un pH-metre et devait étre compris
entre 7,4 £ 0,2.

V.3 Determination de la sensibilité (macro methode)
Pour les souches d’Escherichia coli (référence et clinique) ; 1ml du bouillon MH était mis
dans des tubes additionné de glucose et de rouge de phénol (indicateur coloré), ensuite un

volume de 100ul d’un inoculum de3 Mac Farland d’E. coli était ajouté a chaque tube.
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Pour les souches de Pseudomonas aeruginosa (référence et clinique) ; 1 ml du bouillon MH
était réparti dans des tubes. Ensuite un volume de 100 pl d’un inoculum de 3 Mac Farland de
P. aeruginosa était ajouté.

Les tubes étaient ensuite incubés dans 1’étuve a 37° C ; et une detection d’un changement de
I’indicateur coloré ou la présence d’une turbidité correspondant a une croissance bacterienne

était réalisée chaque 2 heures pendant une durée de 6 heures.

V.4 Determination de la sensibilité (micro methode)

AMP AMX ATM CKFM

4 16 4 8 16 32 ! : Micro .
O 000 OO0O %W O

CS5B System .

ABG BGN /N ||
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Figure 8 : Disposition des antibiotiques sur les minigaleries Micro CSB ©

Les cupules contenant les différentes concentrations d’antibiotiques a tester étaient

déshydratées dans 1’étuve pendant 48 heures a une température de 40°C.

Ensuite, 100 pl d’un incolum de 3 Mac Farland de la souche a tester était ajouté dans le
bouillon MH additionné de glucose et de rouge de phénol pour les bactéries fermentaires.
Pour les bactéries non fermentaires, seul un volume de 100 pl d’un inoculum de 3 Mac

Farland était ajouté dans le bouillon MH.

Un volume de 100 pl de I’inoculum 3 Mac Farland de la souche a tester était distribué dans
les cupules contenant les antibiotiques déshydratés et dans celles servant de témoin pour la

croissance.
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La plaque était ensuite incubée a 37° C sous papier buvard humide pour empécher la
déshydratation.

La lecture était effectuee toutes les 2 heures (pour une durée de 6 heures) pour détecter le
changement de coloration du milieu, correspondant au virage du rouge de phénol pour les
entérobactéries et la présence d’une turbidité du milieu MH pour les bactéries non
fermentaires.

Ce test permettait de verifier la croissance ou 1’absence de croissance bacterienne dans les

cupules.

V1. Résultats

VI1.1Controle des milieux
Les tests de contrdle (stérilité et fertilité) des milieux utilisés tout au long de cette étude

étaient tous positifs.

V1.2 Résultats macrométhode
Les tests macrométhodes (3 tests par germe) realisés sur les souches de référence et clinique
ont permis de montrer que les milieux utilisés permettaient la croissance des bactéries au bout

de 6 heures d’incubation.
V1. 3 Profils de sensibilité sur antibiogramme standard des souches de référence
Les souches de référence ont montré un profil sensible pour tous les antibiotiques testés

(tableaux VI et VII).

Tableau VI : Profil de sensibilité de la souche de référence Escherichia coli 25922

Diameétres (mm)

Antibiotiques Profil
obtenus EUCAST 2016

AMP 19 15-22 S
CIP 37 30-40 S
CRO 30 29-35 S
ATM 30 28-36 S
AMK 18 19-26 S
GEN 22 19-26 S
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Tableau V11 : Profil de sensibilité de la souche de référence P. aeruginosa 27853

Diametres (mm)

Antibiotiques Profil
obtenus EUCAST 2016
LEV 22 19-23 S
GEN 21 17-23 S
CIP 40 25-33 S
ATM 22 23-29 S
AMK 18 18-26 S

V1.4 Profil de sensibilité des 2 souches cliniques sur antibiogramme standard
Les souches cliniques ont montré un profil sensible pour tous les antibiotiques testés sur

antibiogramme standard (tableaux V111 et IX).

Tableau V111 : Profil de sensibilité de la souche clinique Escherichia coli

Diamétres (mm)

Antibiotiques Profil
obtenus EUCAST 2016
AMP 20 S>14 R<14 S
GEN 20 S>17 R<l14 S
CIP 25 S>22 R<I19 S
CRO 39 S>23 R<20 S
ATM 37 S>24 R<21 S
AMK 22 S>16 R<I3 S
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Tableau IX : Profil de sensibilité de la souche clinique Pseudomonas aeruginosa

Diamétre (mm)

Antibiotiques Profil
obtenu EUCAST 2016
LEV 35 S>20 R<17 S
GEN 25 S>15 R<I5 S
CIP 40 S> 25 R<22 S
ATM 22 S>50 R<I16 S
AMK 19 S>18 R<I5 S

V1.5Profil de sensibilité des souches de référence sur les galeries Micro CSB®

Les profils de sensibilité des souches de référence déterminées sur les galeries Micro-CSB® 3

fois sont mis dans les tableaux XI et XII.

Tableau X : Profil de sensibilité de la souche Escherichia coli 25922 sur les galeries

Micro CSB®
Antibiotiques Profil Jour 1 Profil Jour 2 Profil Jour 3

ATM S S S

AMK S S S

CIP S S S

CRO S S S

AMPI S S S

GENTA S S S
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Tableau XI : Profil de sensibilité de la souche Pseudomonas aeruginosa 27853 sur les

galeries Micro CSB®

Antibiotiques

Profil J1

Profil 2

Profil J3

ATM
AMK
CIP
CRO
GENTA
LEVO

S

nw 0 nu u m

S

nw unu unu unu um

S

nw 0 nu unu um

J: Jour

V1.6 Profil de sensibilité des souches cliniques sur les galeries Micro CSB®

Les profils de sensibilité des souches cliniques déterminées sur les galeries Micro-CSB® 3

fois sont mis dans les tableaux XII et XIII.

Tableau XI1: Profil de sensibilité de la souche clinique Escherichia coli sur les galeries

Micro-CSB®

Antibiotiques

Profil J1

Profil J2

Profil J3

ATM
AMK
CIP
CRO
AMP
GEN

S

S
S
S
S
S

S

S
S
S
S
S

S

S
S
S
S
S

J : Jour

28



Tableau X111 : Profil de sensibilité de la souche clinique Pseudomonas aeruginosa sur les

galeries Micro-CSB®

Antibiotiques Profil J1 Profil J2 Profil J3
ATM S S S
AMK S S S
CIP S S S
CRO S S S
GEN S S S
LEV S S S
J : Jour

Les profils de sensibilité obtenus sur antibiogramme standard et sur les galeries Micro CSB®
ont montré une corrélation des résultats de sensibilité obtenus avec ces 2 techniques aussi bien

sur les souches de référence que sur les souches cliniques.
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V1.7 Validation

La droite de régression fournit une idée schématique de la relation entre deux variables. Pour

faire la prédiction, il s'agira simplement de substituer la valeur donnée a x dans I'équation de

régression et de calculer la valeur de y.

Pour cela nous avons tracé la droite la plus représentative de 1’ensemble qui est donnée par

I’équation ou a et b sont des constantes déterminées par les formules suivantes :

y=ax+bh zy be . N Z xy — (Zx) (Zy)

NI NI N Z x2 - (Zx)?

N Z xy—(Z x) (Z )

N ¥ x2- (¥ x)2 N¥wv2-(¥Xw)2

r = coefficient de corrélation : Xi = données observées ;
a = pente de la droite : b = ordonnée a I’origine ;

N = nombre de paires (X ; y)

Critéres d’interprétation de «r » et de « a »
- r=0,2a0,4: Corrélation faible ou quasi absence de corrélation.
- r=0,4a0,6: Corrélation moyenne.
- r=0,62a40,8: Bonne corrélation.
- r=0,8: Corrélation élevée.

- r=1ou-1: Corrélation parfaite

- a=0: pasde corrélation
- a<0: proportionnalité inverse

- a>0: corrélation positive

Soit: S (Sensible)= 1; I (Intermédiaire)=0; R (Résistant)=-1
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Escherichia coli

Tableau X1V : Corrélation entre la micromethode et I’antibiogramme standard pour E.

coli
Antibiotiques Galeries Micro CSB® Antibiogramme Standard
AMP 1 1
GEN 1 1
CIP 1 1
CRO 1 1
ATM 1 1
AMK 1 1
Correlation entre la micromethode et I'antibiogramme
standard
1.5
y
1 R2 =1
©
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© fali =
c U,0
s
w
(3]}
E ) T T O T T 1
© -15 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
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o
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€
©
55— micromethode

Figure 9 : Courbe traduisant la corrélation entre la micromethode et I’antibiogramme

standard pour E. coli
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La corrélation entre les profils de sensibilités des souches d’E. coli obtenus par la
micromethode et ceux obtenus par la méthode de diffusion en milieu gélose est parfaite.

L’équation de la droite obtenue par la méthode des moindres carrés est sous la forme : y = X,
avec r = 1. La valeur de la pente (a) est supérieure a zéro donc la corrélation est positive. Ce

qui montre que notre micromethode peut étre considérée comme technique de référence.

Pseudomonas aeruginosa

Tableau XV: Corrélation entre la micromethode et I’antibiogramme standard pour P.
aeruginosa

Antibiotiques Galeries Micro CSB® Antibiogramme Standard
LEV 1 1
GEN 1 1
CIP 1 1
ATM 1 1
AMK 1 1

Correlation entre la micromethode et I'antibiogramme

standard
15
y =
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Figure 10: Courbe traduisant la corrélation entre la micromethode et I’antibiogramme

standard pour P. aeruginosa
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La corrélation entre les profils de sensibilités des souches de Pseudomonas aeruginosa
obtenus par la micromethode et ceux obtenus par la méthode de diffusion en milieu gélosé est
parfaite.

L’¢équation de la droite obtenue par la méthode des moindres carrés est sous la forme : y = X,
avec r = 1. La valeur de la pente (a) est supérieure a zéro donc la corrélation est positive. Ce

qui montre que notre micromethode peut étre considérée comme technique de référence.
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VI1I. Discussion

Ce travail a été réalisé dans le but d’optimiser et de valider 1’étude de la sensibilité¢ aux
antibiotiques des bacilles a Gram négatif.

Pour ce travail, nous avons utilisé deux souches de référence et deux souches cliniques, ce qui
constitue un faible échantillonnage. Néanmoins, les résultats des souches de référence testées
trois fois nous ont permis de valider notre technique et les résultats de 1’étude des profils de
sensibilitée. Un inoculum de 3 Mac Farland a été utilise pour la microméthode, comme
recommandé dans des travaux antérieurs pour étudier I’identification et le profil de sensibilité
des bacilles & Gram négatif [5, 7].

Les résultats des souches de controle et celles cliniques obtenus avec les galeries Micro CSB®
concordaient avec ceux de I’antibiogramme standard.

En effet, toutes les souches étudiées montraient un profil sensible aux différents antibiotiques
testés aussi bien sur galeries Micro CSB ® aprés 6 heures d’incubation qu’a I’antibiogramme
standard selon les recommandations du CA-SFM.

En 1985, des études réalisées par Le Noc et coll sur les microplaques ont montré une
concordance de 96 a 99 % entre les tests de sensibilité par méthode de diffusion des disques
d’antibiotiques sur gélose et les tests effectués sur microplaques [17, 18, 19].

Il apparait donc, que 1’étude du profil de sensibilité des bacilles & Gram négatif est réalisable
en 6 heures sur galeries CSB ®. Une étude antérieure avait montré la capacité de déterminer le
profil de sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries par cette microméthode aprés une
incubation de 18 a 24h [21].

En 1986, des études menées par Gayral JP et coll sur la sensibilité sur microplaques réalisées
ont montré un systéeme de lecture rapide (ATB rapide) mais automatisé qui permet de
déterminer le profil de sensibilité des bactéries au bout de 4 a 5 heures d’incubation a 37° C
[17, 18, 19].

Ainsi, cette microméthode peut étre utilisée dans les laboratoires de bactériologie dans les
pays en voie de développement pour déterminer le profil de sensibilité des souches isolées de
prélevements a visée diagnostique dans un délai de 6 heures, permettant une prise en charge
précoce des infections bactériennes. Pour cela, d’autres travaux semblent nécessaires sur un
échantillonnage plus large.

Cette microméthode peut étre améliorée en testant des bacilles a Gram négatif avec des profils

de sensibilité différents. Dans notre étude, toutes les souches testées étaient sensibles aux
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antibiotiques. L’utilisation de souches présentant des profils de résistance ou de sensibilité
intermédiaire serait souhaitable pour conforter les résultats déja obtenus.

En effet, des discordances ont été observées entre les méthodes de diffusion sur gélose et les
méthodes sur microplaques. Ainsi, des divergences ont été observées avec les disques de

cotrimoxazole, de doxycycline, de chloramphénicol et d’acide nalidixique [19, 20].

De méme, cette microméthode présente une limite car elle ne permet pas de détecter les
souches productrices de BLSE.

Malgré cette limite, les galeries Micro CSB © présentent plusieurs avantages. C’est un test
facile a réaliser par le technicien avec une inoculation directe de la culture a partir d’une
culture pure. Il est aussi pratique avec un conditionnement individuel et des réactifs préts a
I’emploi. L’interprétation des résultats par méthode colorimétrique est réalisée directement a
I’ceil nu [20].

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que ce systeme de microplaque est un moyen

tres précis pour tester la sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries [17,18, 19].
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Conclusion

Cette étude réalisée entre Mai et Aolt 2015 avait pour objectif d’optimiser et de valider
I’étude de la sensibilité aux antibiotiques des bacilles a Gram négatif avec les galeries Micro
CSB® entérobactéries constituées de cupules contenant des antibiotiques déshydratés. Pour
chaque antibiotique deux concentrations étaient étudiées (CClI et CCS).

Ainsi, nous avons déterminé le profil de sensibilité de deux souches de référence (Escherichia
coli 25922 ATCC et Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC) et de deux souches cliniques
(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) avec les Micro CSB® entérobactéries.

Les résultats ont montré que toutes les souches (référence et clinique) étudiées étaient
sensibles aux différents antibiotiques testés aussi bien avec la méthode d’antibiogramme
standard qu’avec les microplaques CSB avec une durée d’incubation de 6 heures pour cette
derniére technique. Ce qui montre une bonne concordance avec ces deux techniques.
L’utilisation des microplaques CSB entérobactéries en 6 heures d’incubation permet de
disposer du profil de sensibilité des souches bactériennes de cette famille. Ce qui constitue un
gain de temps appréciable pour la prise en charge de I’infection causée par ces germes par le
clinicien qui va disposer du résultat du profil de sensibilité du germe identifié apres 6 heures
d’incubation.

Cependant, une étude devrait étre réalisée avec 1’utilisation d’un nombre significatif d’isolats
présentant différents profils (sensible, intermédiaire et résistant) aux antibiotiques afin de
comparer les résultats d’antibiogramme standard avec ceux des microplaques CSB
entérobactéries.

Cette technique présente néanmoins des inconvenants avec la non détection des souches
d’entérobactéries productrices de BLSE.

Malgré ces insuffisances, I’amélioration de cette technique microméthode pourrait étre une
alternative pour les laboratoires des pays a ressources limitées pour une bonne prise en charge

des patients avec détermination du profil de sensibilité des bacilles & Gram négatif isolés de

prélevements a visés diagnostic.
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