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B cepacia : Burkholderia cepacia
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ATC : Anatomique, Thérapeutique, Chimique
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CA-SFM : Comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie CDC :
Center of Disease Control

CAZ : Ceftazidime
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CHU : Centre Hospitalo-Universitaire

CMB : Concentration Minimale Bactéricide

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

DHFR : Dihydrofolate-Réductase

DMS : Duree Moyenne de Séjour
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EPH : Etablissement Public Hospitalier

EARS : European Antimicrobial Résistance Surveillance
ECBU : Examen cytobactériologique des urines

EOH : L’équipe opérationnelle d’hygiéne

ERC : Entérobactéries Résistantes aux Céphalosporines de 3éme génération
ERV : Entérocoque Résistant a La VVancomycine

FEP: Céfepime,

H : Heure

HCASE : Hypersécrétion de Céphalosporinase

IN : Infection Nosocomiale

I: Intermédiaire,

JH : Journée d’Hospitalisation

LPS : Lipopolysaccharides

MLS : Macrolides-Lincosamimides-Streptogramines
NET : Netilmicine,

OMS : Organisation Mondiale de Santé

PAB : Para-Amino-Benzoique

PAR : Pseudomonas aeruginosa multirésistant

PLP : Protéine Liant les Pénicillines

SARM : Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline
% : pour cent

GM : Gentamicine

INSPEAR : Le réseau international pour I’étude et la prévention de la résistance aux
antimicrobiens émergents

LCR : Liquide céphalo rachidien

LPS : Lipopolysaccharides

MGG: May-Grunwald Giemsa

PCR: Polymerase chain reaction

PDP : Prélevement distal protégé

PLP : Protéines liant les pénicillines

R: Résistance,

S: Sensible,
SXT : Sulfaméthoxazole/Trimétoprime,
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PIP: Piperacilline,
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TCC: Ticarcilline/acide clavulanique,
TE : Tétracycline,
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TOB: Tobramicyne,

Thése Pharmacie 2021-2022 Alassane Mahamane Touré Xl



Etude de la résistance aux antibiotiques des bacilles & gram négatifs non fermentaires dans un laboratoire privé
d’analyses biomédicales a Bamako

Liste des Tableaux

Tableau I: classification taxonomique de Pseudomonas aeruginosa : ...........ceceeceeveervervenuennens 19
Tableau Il: Récapitulatif des phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux
DETAIACTAMINES. ...ttt sttt s b st s b bt et et e e et e aesbe e 24

Tableau IlI: Les principaux phénotypes de résistance possible aux fluoroguinolones pour P.

aeruginosa et Acinetobacter DAUMANNTT .........ccceecvieierieie e 26
Tableau IV : classification taxonomique d’Acinetobacter baumanii @........cccceceeveeievienenennenn. 27
Tableau V: Les disques d’antibiotiqUeES tESTES. .....uurruievierierieriereerieeeeseesiesee e esreseesreeseeseens 39
Tableau VI: Répartition des patients SEION 18 SEXE.......ccurireiririeieiriere e 56

Tableau VII: fréquence d’isolement des espéces des Bacilles a Gram négatifs non

TEIMEINTAITES. ..ottt ettt e et e st e et e e e e saeense e st e steensessaesseenseeneesseensesneens 57
Tableau VIII: Résistance aux B-lactamines des souches fréeqguemment isolées. ...................... 58
Tableau 1X: Résistance aux aminosides des souches BGNnF fréquemment isolées............... 59

Tableau X: Résistance aux fluoroquinolones des souches de BGNnF fréquemment isolées. . 59
Tableau XII : prévalence des bactéries multi-résistantes des BGNNF ..........cccccevvevievievienennene 60
Tableau XIII: Phénotypes de résistance des BGNnF isolées aux B-lactamines........................ 60
Tableau XXI: Phénotypes de résistance des BGNnF isolées aux Aminosides et

e [ To] oo VT To] [o] g =T TSRS 61

Thése Pharmacie 2021-2022 Alassane Mahamane Touré Xl



Etude de la résistance aux antibiotiques des bacilles & gram négatifs non fermentaires dans un laboratoire privé
d’analyses biomédicales a Bamako

Liste des Figures

Figure 1: NOYau B-laCtame ........ccuoiiiiiiiieee e 9
Figure 2 : Noyau des SoUS-TamilleS ...........cooiiiiiiiiee e 9
Figure 3:  LeS CarbDapNEMES ......ccveii ittt re s 12
Figure 4 : Structure de base des QUINOIONES ..........ccviieiieiiiic e 14
FIQUIE 5 1 LES QUINOIONES ......ovieieiiteitet ettt 14
Figure 6 : Structure générale des aminOSIES. ........ccuieiririrerieire e e 16
Figure 7 : Pseudomonas aeruginosa vue au microscope €lectronique. ........c.ccecveveveereenene. 20
Figure 8: Colonies pigmentées de P. @rugiN0Sa...........cevveieiieieeiiesieeseeieseeseeee e e 20
Figure 9 : Colonies non pigmentées de P. 8erugiN0Sa..........ccoevrereieirenieinese e 20
Figure 10: Acinetobacter baumanii vue au microscope €lectronique. ..........ccocevereerereeneenns 28
Figure 11: Colonies d’A.DAUMANTT ........ooiviiiiiiiiiiieeeese s 28
Figure 12: Colonies de B.cepacia Sur gélose de SANQ .........cceveeieeiieiieieeie e 32

Figure 13: Flacon de prélevement a usage unique pour les urines (a gauche) et pour les

(o1 1ol 0 Y SR W0 [ (0 | OSSPSR 37
FIQUIE 14: UFISEIECT ...ttt et e s te et e ene e sreenneenes 38
Figure 15: E0SINE MELNYIENE BIUE .........oovveiiie e 38
Figure 16: A.baumanii SUF UFISEIECT ........ooiiiiiiiiieee s 42
Figure 17: Pseudomonas aeruginosa Sur UriSeleCt...........cocoviiiiiiiiieiii e 43
Figure 18: B. cepacia SUr UFISEIECE ............coviieiice e 43
Figure 19: Automate VITEK® 2 COMPACL. ......ccveiiiiieiieie et 50
Figure 20 : Image d’identification d’une souche de Acinetobacter spp avec la galerie API
N 20E . ... ettt e et ettt et e Re R e Rt e Rt et et e R e R e e Re R e e R e e Re et et e nrententeeReereeneeneenrenns 52
Figure 21 : Répartition des patients selon les tranches d’age...........ccoevvreieiriiniieiinc e 56
Figure 22: Fréquence de la nature de prélevement............coeiveieeie i 57

Thése Pharmacie 2021-2022 Alassane Mahamane Touré XV



Etude de la résistance aux antibiotiques des bacilles & gram négatifs non fermentaires dans un laboratoire privé
d’analyses biomédicales a Bamako

Table des matiéeres

I 11 0o [ Tox { [ o OSSPSR 2
2.0DJECHTS ... 5
2.1.0DJECHIT GENEIAl & e 5
2.2.0DbjecCtifs SPECITIQUES & ....veeveeiieee e s 5
R €T aT=] =1L 7
3.1, LeS antibDIOtIQUES. .....ccveeieeiieciie et 7
3.2. Les bacilles a Gram négatif non fermentaires.............cccoceeevveiieiie e csieenne, 18
3.3.Acinetobacter DAUMANTT 2 .oveeieeiie e 26
3.4.Chryseomonas [ULEOIA: .........cceeiiiiiiiice e 30
3.5.BUrkholderia CEPACIA :......ccveiieecieiie et 31
VTt aToT (0] (oo | 1= USSR 35
4.1, Cadre d’8TUAEC ..uvveeeeie e 35
4.2. Type et periode d’EtUde.........ccciuiiiiiiiiiiiiie e 35
4.3.Population d’Etude @........cocveiiiiie e 35
4.4, Variables TUAIEES. .........cveieeee e 36
4.5. MEthode d’EtUde:........cuvviiieiiiie e 36
O AV, = =] USSR 36
4.7, TEChNIQUES ULTHISEES ....vviveeieeiie ettt 39
BLRESUITALS .....euveeeieieeeie et st ettt e e e nnes 56
5.1. Résultats SOCIO-0EMOGraphiqUES .........cccuereririieienierie e e see e see e 56
5.2. Résultats BacteriologiqUES. .........ccviirireiiiinieie e 57
5.3. Fréquence selon la nature de prélevement ...........cccccevvienienieseeie e 57
G D E U1 [0 SRS PS 63
GBI\ 1= 1 T o (] [0 | =SSP SP 63

Thése Pharmacie 2021-2022 Alassane Mahamane Touré XV



Etude de la résistance aux antibiotiques des bacilles & gram négatifs non fermentaires dans un laboratoire privé
d’analyses biomédicales a Bamako

6.2 Caractéristiques de la population de notre tude: ..........cccevveevveiccecieneen, 63
6.3.Fréquence d’isolement des souches de BGNnF durant la période d’étude...64

6.4.Résistance aux antibiotiques des germes isolés au cours de notre période

Lo B 1T [PPSR 64
6.5.Fréquence d’isolement des bactéries multi-résistantes (BMR) : .................. 65
4K @04 Tod 1151 o] o RPN 69
8.ReCOMMANTALIONS & ...t nneas 71
9.Références bibliographiqUe.........c.ccviieiiie i 72
LOANNEXES ...ttt ettt 77
FICHE D’ENQUETE ...t 79
FICHE SIGNALETIQUE : ...coooieieee et 82
SERMENT DE GALIEN ....coooiiiee e 83

Thése Pharmacie 2021-2022 Alassane Mahamane Touré XVI



Etude de la résistance aux antibiotiques des bacilles a gram négatifs non fermentaires dans un laboratoire privé
d’analyses biomédicales a Bamako

INTRODUCTION
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1. Introduction

Les antibiotiques sont les médicaments les plus prescrits et constituent une des sources de
dépenses liées a la santé. Leur utilisation a eu donc des incidences économiques qui dépassent

la médecine humaine.

En effet, il est admis que 50% du tonnage antibiotique utilisé dans le monde est lié aux
prescriptions chez I’homme, I'autre 50% étant 1i¢ a 1’utilisation dans le domaine animal.
S’agissant des prescriptions humaines, il est généralement admis que 20% est lié a
I’utilisation hospitaliére, le 80% restant représente les prescriptions dans la communauté(1).
Au cours de ces derniéres années, la résistance bactérienne aux antibiotiques est devenue un

probleme d'importance croissante en pratique médicale(2).

Son épidémiologie dans le monde est marquée par la dissémination qui est a l'origine d'une
augmentation considérable de la  mortalité, de la morbidité ainsi que du colt des
traitements(3).

Parmi les germes responsables d'infections bactériennes, nous avons les bacilles a Gram-
négatif non fermentaires qui par définition n’utilisent pas les hydrates de carbones comme
source d’énergie ou ils les utilisent via des voies métaboliques autres que la fermentation (4).
Le groupe comprend plus d’une soixantaine de genres, regroupant chacun un nombre variable

d’espéces.

En médecine, les espéces les plus fréquemment rencontrées sont Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia, ainsi que les especes des genres
Bordetella, Burkholderia et Moraxella(4).

Au Cameroun, la prévalence de bacilles a Gram négatifs non fermentaires était de 7,4% en
2014 selon Ebongue et al(5).

Au Burkina en 2016 selon une étude réalisée sur le profil bactériologique des infections du
site opératoire au centre hospitalier universitaire Souro Sanou de Bobo Dioulasso la
prévalence des bacilles a Gram négatifs non fermentaires par Ouédraogo et al était de 16,5
%(6).

Cependant selon une ¢tude menée a ’INSP en 2019, sur un ensemble de 583 bactéries
isolées. Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii ont représenté 13% des
souches isolées. D’autres espéces de bacilles a Gram négatif non fermentaires (Pseudomonas

putida, Burkholderia cepacia...) ont été isolées mais n’ont pas été prise en compte(7).
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La résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui 1’une des plus graves menaces pesant sur
la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le développement. Elle peut toucher toute
personne, a n’importe quel age et dans n’importe quel pays. La résistance aux antibiotiques
est un phénomene naturel mais le mauvais usage de ces médicaments chez I’homme et
I’animal accélére le processus entrainant une prolongation des hospitalisations, une
augmentation des dépenses médicales et une hausse de la mortalité(8). Cela représente un
sérieux probléme thérapeutique et épidémiologique, d’ou la mise en place de cette étude pour

évaluer le profil de la résistance de bacilles a gram négatifs non fermentaires isolés a Bamako.
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OBJECTIFS
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2. Objectifs

2.1. Objectif genéral :

Evaluer la résistance aux antibiotiques des souches des bacilles Gram négatif non

fermentaires isolées de mars 2020 a mars 2021 au laboratoire Biotech de Bamako.

2.2. Objectifs spécifiques :

1) Déterminer la fréquence des souches des bacilles gram négatif non fermentaires isolées,

2) Déterminer la fréquence des bacilles gram négatif non fermentaires multi résistants.

3) ldentifier les profils de résistance aux antibiotiques des souches des bacilles gram négatifs
non fermentaires ;

4) Déterminer les phénotypes de résistance des souches des bacilles gram négatif non

fermentaires isolées.
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GENERALITES
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3. Généralités
3.1. Les antibiotiques

Définition :

Les antibiotiques sont des substances anti microbiennes d’activité sélective, toxiques pour

les bactéries et non toxiques pour 1’hote, ayant un site d’action bien défini et un mécanisme
précis permettant leur utilisation dans le traitement de la majorité des infections(9).
Les antibiotiques sont des substances antibactériennes relativement peu toxiques pour
I’organisme, agissant a faible dose. Ils peuvent étre d’origine biologique ¢laborés par des
microorganismes (champignons et diverses bactéries), semi-synthétiques préparés par
modification chimiques de produits naturels, ou synthétique (substances chimiques de
synthése). Ils ont une action spécifique sur une cible moléculaire précise de la bactérie(9).

3.1.1. Classification des antibiotiques :
Il existe plusieurs critéres de classification des antibiotiques.

e Les antibiotiques peuvent étre classés selon leurs origines, on distingue donc des
antibiotiques naturels, les antibiotiques semi-synthétiques et les antibiotiques
synthétiques.

e |Is peuvent aussi étre classés selon leur effet ; ils sont dits bactériostatiques quand ils
agissent par arrét de la croissance de la bactérie, et bactéricides quand ils agissent en tuant
la bactérie.

e Les antibiotiques peuvent étre classés selon leur spectre d’activité ; on a les antibiotiques a
spectre large qui agissent sur les bacilles a Gram positif (BGP), les bacilles a Gram négatif
(BGN), les cocci a Gram positif (CGP) et les cocci a Gram négatifs (CGN). Ils sont dits

spectres étroits quand le spectre est limité a un ou deux des groupes précédents.

Les antibiotiques a spectre large : ils sont efficaces sur un grand nombre de types d'agents
pathogenes. Ils sont actifs sur une grande partie de tous les Cocci et tous les bacilles ; et
utilisés lorsque la bactérie n'est pas encore identifiée.

Les antibiotiques a spectre étroit : ils sont efficaces sur un nombre limité d'agents infectieux
leur permettant de cibler une pathologie en particulier

Cette activité antibactérienne est caracterisée par :

- Une concentration minimale inhibitrice (CMI) : c’est la faible concentration d’un
antibiotique dont le développement est empéché aprés 24h d’incubation, elle indique le

pouvoir bactériostatique.
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- Une concentration minimale létale (CML) ou bactéricide (CMB) : c’est la faible
concentration qui entraine la mort de 99,9% des bactéries, elle indique le pouvoir bactéricide.
On détermine l'activité intrinséque d'un antibiotique selon le rapport CMB/CMI :
CMB/CMI < 2 Antibiotique bactéricide
CMBJ/CMI = 4 a 16 Antibiotique bactériostatique

CMB/CMI > 16 Bactérie dit "tolérante" a I’antibiotique

e Les antibiotiques peuvent étre classés selon le site d’action. On distingue ainsi les
antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne (bétalactamines, glycopeptides, bacitracines
fosfomycine), les antibiotiques actifs sur la membrane cytoplasmique (polymyxines), les
antibiotiques actifs sur la synthese protéique bactérienne (aminosides, macrolides,
cyclines, phénicolés, acides fusidique), les antibiotiques actifs sur la synthése de 1’acide
nucléique (quinolones, nitro-imidazolés, sulfamides, rifampicine)(10).

3.1.2. Les grandes familles d’antibiotiques utilisées contre les BGN :

3.1.2.1. Les R-lactamines :

Ils constituent la famille d’antibiotique la plus utilisée en antibiothérapie, qui possedent

comme structure de base le cycle béta-lactame, cette large utilisation est due a leur large

spectre d’action, leur faible toxicité, leur efficacité¢ et a leur faible colit pour certaines
molécules, elle regroupe les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénemes et les
monobactames.(11)

- Mécanisme d’action :

Les bétalactamines sont des antibiotiques bactéricides qui inhibent la synthese de la paroi

bactérienne. Les transpeptidases et carboxypeptidases, enzymes associées a la membrane

cytoplasmique, fixent de fagcon covalente ces antibiotiques. Cette liaison est due a une
analogie structurale entre le substrat naturel de ces enzymes, I'acyl-D-alanyl-D-alanine et le
cycle béta-lactame. Ces enzymes qui lient les pénicillines et les céphalosporines, sont
également dénommeées proteines de liaison aux pénicillines (PLP). La nature de ces PLP est
relativement spécifique d'espece et leur nombre varie d’une espece bactérienne a une autre.
Chacune a une fonction bien définie, mais une ou plusieurs d'entre elles jouent un role
prépondérant dans la synthese du peptidoglycane. Les bétalactamines atteignent facilement
leur cible chez les bactéries a Gram positif car la diffusion de ces molécules a travers le
peptidoglycane se fait passivement. En revanche, chez les bactéries a Gram négatif, ces
antibiotiques doivent, avant de diffuser dans le peptidoglycane, franchir la membrane externe
hydrophobe. Le passage a travers cette barriére des béta-lactamines, composés généralement

hydrophiles, se fait par lI'intermédiaire de veéritables canaux protéiques, les porines.
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3.1.2.2. Classification des [3-lactamines :
Elle représente une vaste famille d’antibiotique bactéricide qui doit son nom au cycle -

lactame

Penicillins
?
R=C~NH ! j i R-
C)4 COOH
Monobactams
| <
R—C—NH
/'— NH ]
(@) 04—N‘SO,H
Figure 1: La formule chimique. Figure 2 : Noyau des sous-familles d’antibiotiques

de Noyau B-lactame.

3.1.2.3. Les pénicillines (pénames) :
L’acide 6- aminopénicillanique est le noyau de base des pénicillines, sur base de la nature des
substituant et de ses conséquences, il existe plusieurs classes de pénicilline : pénicillines
sensibles aux pénicillinases « pénicilline G et V » pénicilline résistante aux pénicillinases «
pénicilline M », pénicillines a spectre élargi « pénicillines A », pénicillines antipseudomonas «
carboxypénicillines et uréidopénicillines »et amidino-pénicillines.

3.1.2.4. Les céphalosporines (céphémes)
Les céphémes constituent une sous-famille des bétalactamines communément appelé
cephalosporines dérivées de 1’acide 7 amino-céphalosporanique. Plusieurs céphalosporines
existent et sont classés en génération. On distingue ainsi a ce jour 5 génerations de
cephalosporines. Ils possédent un large spectre d’activité sur les bacilles a Gram négatif ; on
distingue quatre générations classées en fonction de leur date d’apparition.

- Céphalosporines de premiére génération :
Ce sont des antibiotiques utilisables par voie orale ou par voie parentérale (IM/IV) et sont:
exemple de céfaclor, céfadroxil, céfalexine, céfalotine, céfapirine, céfatrizine, céfazoline,
céfradine.Des résistances naturelles aux céphalosporines de 1% génération sont observées chez
bactéries suivantes: SARM, entérocoques, entérobactéries groupes 3 et 4 Pseudomonas,

Campylobacter, Listeria, Legionella, Clostridium difficile, Mycoplasma, Mycobacterium,
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Chlamydia. Elles sont indiquées dans les infections ORL, respiratoires, urinaires, ostéo-
articulaires, cutanés a I’exception des méningites

- Céphalosporines de deuxieme génération :

Comprennent la céfuroxine, le céfamandole, et la céfoxitine. Ils ont un spectre d’activité

identique au C1G et présentent une résistance accrue vis-a-vis des céphalosporinases des

bacilles a Gram négatif. Ils sont inactifs sur P. aeruginosa.

o Céphalosporines de troisieme génération : Céfotaxime, Ceftriaxone, Ceftazidime,
Cefsulodine, céfopérazone, Cefpodoxime, Céfixime, Latamoxef (Oxacéphémes). Ils ont un
spectre d’activité large, trés active sur I’ensemble des entérobactéries, et active sur H.
influenzae et P. aeruginosa. lls sont inactifs sur les entérocoques, Listeria, Legionella,
Clostridium difficile, Mycobacterium, Chlamydia. Ils sont inactifs sur les SARM, sur Listeria
monocytogenes et sur Acinetobacter.

3.1.2.5. Mécanisme de résistance

La résistance acquise des bactéries aux bétalactamines peut étre la conséquence de trois
mécanismes distincts :

- l'inactivation de la molécule par une enzyme ouvrant le cycle béta-lactame (béta lactamase)

- 'imperméabilité de la paroi a 'antibiotique ;

- la modification de I'affinité des PLP pour l'antibiotique. Chez les bactéries a Gram négatif,
les béta-lactamases sont trés nombreuses dans le monde bactérien et sont localisées dans
I'espace périplasmique, alors que chez les bactéries a Gram positif, elles sont secrétées dans
I'environnement bactérien. Schématiquement, les béta-lactamases peuvent étre individualisées
en pénicillinases et céphalosporinases. Les pénicillinases hydrolysent préférentiellement les
pénicillines, tandis que les céphalosporinases inactivent non seulement certaines
céphalosporines mais aussi les pénicillines. Les génes codant pour les pénicillinases sont
portés par le chromosome bactérien, ou bien par des plasmides ou des transposons. Les genes
de résistance d'information chromosomique sont non transférables et spécifiques d'espece, alors
que ceux d'information plasmidique ou liés a un transposon peuvent diffuser entre souches de
méme espece, voire d'especes différentes par transfert génétique. Les céphalosporinases sont
retrouvées uniquement chez les bactéries a Gram négatif et leur synthése est gouvernée par des
genes chromosomiques. Chez certaines especes bactériennes, la céphalosporinase est produite
en faible quantité, mais sa production peut étre augmentée en présence de l'antibiotique
(céphalosporinase inductible) : I’antibiotique inhibe alors le répresseur qui normalement assure
la régulation de la synthese de I'enzyme. L'imipéneme, la céfoxitine, I'acide clavulanique sont

de puissants inducteurs alors que la pipéracilline et la céfopérazone sont peu inducteurs. Plus
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rarement, une céphalosporinase peut étre « déréprimée », comme cela a été observé pour
certaines souches de Pseudomonas aeruginosa, d’Entérobactérie, de Citrobacter et de Serratia.
Dans ce cas, le répresseur est inactif ou bien l'opérateur est devenu insensible au répresseur par
mutation chromosomique :

La céphalosporinase est alors produite indépendamment de la présence de la béta- lactamine.
La possibilité de sélectionner au cours d'un traitement par une céphalosporinase des mutants «
déréprimés » existe donc et rend impérative 1’association de cette céphalosporine avec un autre
antibiotique (aminoside par exemple).

- La résistance acquise aux béta-lactamines par modification de la cible, c'est -a - dire des
PLP, est observée surtout avec les bactéries a Gram positif. Elle peut étre la conséquence
d’une modification de la structure d'une PLP essentielle, entrainant une réduction de son
affinité pour I’antibiotique ou de l'augmentation importante de la synthése d’une PLP
essentielle qui ne peut étre saturée que par une quantité plus importante d'antibiotique. Il peut
aussi s'agir de l'apparition d'une PLP qui, fonctionnellement, se substitue a une ou plusieurs
PLP essentielles et dont 1’affinité pour l'antibiotique est faible. L’association de ces
mécanismes est possible. Ce type de résistance est di a une mutation de génes
chromosomiques ou a l'acquisition de nouveaux genes par transfert génétique. La résistance
peut étre liée & une mutation chromosomique affectant la synthése d’une porine ou d'un
lipopolysaccharide, réduisant ainsi la permeéabilité de la membrane externe et perturbant le
transport intra pariétal des bétalactamines : I'antibiotique ne peut plus atteindre sa cible. Le
systeme d’efflux est constitué par une pompe moléculaire qui permettrait aux bactéries d'une
part de rejeter des composes toxiques endogenes, d'autre part de disposer d'un mécanisme de
défense contre des substances exogenes libérées par 1’environnement (antibiotique par

exemple).
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3.1.2.6. Les carbapénémes :
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Figure 3: Les formules chimiques des carbapénemes

Dans ce groupe le chef de file est I’imipenéme. Ils représentent un trés large spectre d’activité
et une grande stabilité « imipenéme,méropénéme » ; ils sont considérés comme le traitement
de choix des infections sévéres a bactéries a Gram négatif. L’ imipeneme est trés actif sur un
grand nombre d’espéces bactériennes a Gram positif et & Gram négatif. L’ imipénéme est
résistant a la plupart des B-lactamases, y compris les B-lactamases a spectre élargi. 1l est
cependant inactif sur les staphylocoques méti-R, sur Sténotrophomonas maltophia et de
nombreuses souches de Burkholderia cepacia. Des résistances acquises sont apparues chez P.
aeruginosa. De tres rares souches d’entérobactéries et d’Acinetobacter capables de dégrader
I’imipenéme ont été décrites(11).

3.1.2.7. Les monobactames :

Ils sont des R-lactames monocycliques, I’ Aztréonam est une molécule administrée par voie
parentérale inactifs sur les bactéries a Gram positif et les anaérobies et tres actifs sur les
entérobactéries et P. aeruginosa, les monobactames constituent les seules R-lactamine non
hydrolysées par les métallo-3-lactamases, exemple d’Aztréonam.

3.1.2.8. Les R-lactamases :

Les B3 lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent I’hydrolyse de la liaison amide
du cycle lactame des antibiotiques de la famille des 3 lactamines, les genes qui codent pour
ces enzymes sont d’origine chromosomique ou plasmidique, ces genes sont ainsi détectés sur
des transposons et des intégrons facilitant le transfert horizontal de ces genes entre espéces

phylogénitiquement éloignées, les R lactamases sont la principale cause de résistance
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bactérienne aux pénicillines et au céphalosporines c’est un mécanisme trés répandu des
bactéries vis-a-vis des B lactamines.
3.1.2.9. Inhibiteurs des R lactamases :

L’acide clavulanique, le Sulbactam et le Tazobactam sont des inhibiteurs de divers R
lactamases a médiation plasmidique ; depuis la découverte et le développement de 1’acide
clavulanique en tant qu’inhibiteur irréversible des enzymes de classe A les plus répandues, les
combinaisons inhibitrices de la pénicilline ont été largement utilisés pour traiter les infections
communautaires et en particulier les infections liées aux soins de santé par des organismes
producteurs de B lactamase(12).

3.1. 3 Quinolones:
Les quinolones et fluoroquinolones forment une large classe d'antibactériens de synthese qui
comprend les dérivés de I'acide nalidixique découvert en 1962 et utiliseé chez I'homme dés
I'année suivante. Cette famille d'antibactériens a fait l'objet de recherches trés importantes
aboutissant au dépot de plus de 10 000 brevets. L'ajout de I'atome de fluor dans les années
1970 a permis d'augmenter fortement la pénétration des molécules quinolones dans les
cellules (jusqu'a 200 fois plus): ce fut la naissance des fluoroquinolones, puissants
antibiotiques capables de lutter contre une grande variété de germes chez I'hnomme et I'animal.
Elles inhibent des topo- isomérases, enzymes intervenant dans la conformation de I’ADN, et
plus particulierement la top-isomérase 1l (ou ADN gyrase) et la topoisomérase V. Elles se
fixent sur le complexe formé par la topoisomérase et I’ADN.
Les quinolones possédent en commun un cycle A de type pyridinone 4 associé a un cycle
aromatique B. La nature du cycle B (pyridine, pyrimidine ou benzéne) permet de distinguer
trois sous- familles de quinolones :

- les naphtyridines : acide nalidixique, énoxacine

- les pyrimidino-pyridines : acide piromidique, acide pipémidique

- les quinoléines : acide oxolinique, fluméquine, rosoxacine, norfloxacine, péfloxacine
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Figure 4 : Structure chimique de base des quinolones

Le groupe R (bleu) est assez souvent un groupe pipérazine; si la molécule est liée a un fluor

en position 6 (rouge), il s'agit d'une fluoroquin
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Figure 5 : Les formules chimiques des quinolones
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3.1.3.1 Mécanisme d'action :

L'action antibiotique de ces produits est due a une inhibition de la réplication de I'ADN
bactérien par blocage de I'ADN gyrase. Des concentrations élevées de quinolones inhibent par
ailleurs la synthese des acides ribonucléiques.

3.1.3.2 Classification des quinolones :

Cette famille comporte quatre genérations :

e Premiére génération qui est active sur quelques bactéries a Gram négatif, dont le chef de
file est 1’acide nalidixique, la cinoxacine, 1’acide pipémidique, 1’acide oxolinique et la
fluméquine.

e Deuxiéme génération elle a une bonne diffusion tissulaire comprend : norfloxacine,
ciprofloxacine, ofloxacine, loméfloxacine, péfloxacine, énoxacine.

e Troisiéme génération : évofloxacine isomere de 1’ofloxacine, moxifloxacine il est parfois
considéré comme de 4éme génération, sparfloxacine, pazufloxacin, balofloxacin,
tosufloxacine.

e Quatrieme génération c’est la classe la plus récente, elle contient : trovafloxacine,
moxifloxacine, gémifloxacine, sitafloxacine, clinafloxacine.

3.1.2.4. Mécanisme de résistance

La résistance acquise des bactéries aux quinolones est due dans la grande majorité des cas a
une modification de I'ADN gyrase. Plus rarement, elle résulte d'une diminution de la
perméabilité de la membrane externe et dans cette éventualité, la pénétration d'antibiotiques
appartenant a d'autres familles est également perturbée. Ces deux mécanismes de résistance
sont la conséquence de mutations de genes chromosomiques. Les anciennes quinolones :
acide nalidixique, acide piromidique, cinoxacine, acide oxolinique, acide pipémidique,
fluméquine ; Les nouvelles quinolones : péfloxacine, énoxacine, ofloxacine, ciprofloxacine,
loméfloxacine, grépafloxacine, sparfloxacine, rosoxacine, trovafloxacine, Iévofloxacine, etc.
Ciprofloxacine : Spectre d'activité Elle est active sur les Enterobacteriacea, les Haemophilus,
les Pseudomonas, les Acinetobacter, les cocci a Gram négatif (Neisseria), les staphylocoques
et les mycobacteries.

3.1.4. Les aminosides :

Les aminosides-aminocyclitols sont constitués d'un ou plusieurs (habituellement deux) cycles
glycosidiques liés a la streptamine ou la désoxystreptamine. La streptamine est I'aminocyclitol
constitutif de la streptomycine et de la dihydrostreptomycine, premiers aminosides utilisés en
thérapeutique. La désoxystreptamine peut étre substituée en position 4 et 6 (groupe des 4, 6

di-O- glycosyles) ou en position 4 et 5 (groupe des 4, 5 di-O glycosyles). Le premier groupe
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comprend la plupart des aminosides d’origine bactérienne : kanamycine, amikacine,
gentamicine, tobramycine, dibékacine, sisomicine et nétilmicine.

- NB: La nature des différents substituants portés sur les deux cycles glycosidiques et sur
le noyau désoxystreptamine individualise ces différents produits. La spectinomycine

présente une structure particuliere par rapport a celle des autres aminosides.
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OR 4
\\s' '1,/
Ho® NH-

OH

Structure générale

Figure 6 : Structure chimique générale des aminosides.

3.1.4.1. Mécanisme d'action :

Le mode d'action des aminosides consiste en une inhibition de la synthese protéique des
bactéries. La streptomycine se fixe sur 'ARN 16 S de la sous-unité ribosomiale 30S. Les
autres aminosides exercent des interactions sur de multiples sites ribosomiaux, certains se
fixant a la fois sur les deux sous- unités ribosomiales. Alors que la streptomycine bloque la
synthese protéique principalement au stade de [l'initiation, les autres aminosides agissent
surtout a I'étape plus tardive de translocation.
3.1.4.2. Mécanisme de résistance :

Le mécanisme de resistance bactérienne chez les aminosides, est une forme de résistance
acquise le plus fréquent. A la différence des béta-lactamases qui ont un site unique d’action,
c’est - & - dire le noyau béta-lactame, les enzymes qui modifient les aminosides ont plusieurs
cibles possibles :

Les différents groupements hydroxyles, qui peuvent subir une réaction de phosphorylation ou
d’adénylation sous l'action d’O- phosphotransférases ou d’O- acétyltransférases ;

Les groupements aminés qui peuvent étre acétylés par des N-acétyltransférases.

L’enzyme ne détruit pas son substrat mais le modifie de telle fagon que son transport a travers
la membrane cytoplasmique est inhibé : I'aminoside modifié ne peut atteindre sa cible, le
ribosome. La synthése de ces enzymes est constitutive, c'est-a-dire non induite par la
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présence de l'antibiotique et plusieurs types d'enzymes peuvent coexister dans une méme
souche bactérienne. Elles sont largement répandues dans le monde bactérien et leur nature
varie selon les especes bactériennes. Leur synthése est gouvernée par des génes plasmidiques
ou transposables.  Par ailleurs, les bactéries peuvent résister a l'action des aminosides par
suite d'une modification de la cible (protéines ou ARN ribosomiaux) ou d'une diminution de
I'incorporation de l'antibiotique. Ce type de résistance, qui est beaucoup plus rare en clinique
que le premier évoqué, résulte des mutations chromosomiques.
3.1.4.3. Classification des 4,6-di-O-glycosyles :

- Gentamicine :

Elle a été isolée en 1963 de Micromonospora purpurea. Spectre d’activité La Gentamicine
est active sur lesstaphylocoques méticillino-sensibles, les bacilles & Gram négatif (Escherichia
coli, Salmonellaenterica, Shigella, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas),
Listeria.

- Amikacine :

L'amikacine est une molécule obtenue par semi-synthése a partir de la kanamycine en y
adjoignant une chaine d'acide amino-alpha-hydroxybutirique. Spectre d'activité Il est limité
aux staphylocoques méticillino-sensibles, aux bacilles & gram négatif (Escherichia coli,
Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas, Acinetobacter)

- Nétilmicine

Dérivée d’hémisynthese, la Nétilmicine est obtenue a partir de la sisomycine par alkylation du
groupe aminé en 3. Spectre d’activité Elle a le méme spectre avec un pourcentage de
résistance compris entre celui de la Tobramycine et de I'amikacine.

- Tobramycine :

La Tobramycine est un aminoside dérivé de Streptomyces tenebrarius. Spectre d'activité Le
spectre d'action de la Tobramycine est similaire a celui de la Gentamicine. Pseudomonas
aeruginosa est plus sensible a la Tobramycine gu'a la Gentamicine.

- La Kanamycine :

La Kanamycine a été isolée de Streptomyces kanamyceticus en 1957. Spectre d'activiteé Tres
étendu pour les bacilles et coques a Gram neégatif, le spectre est nettement plus étroit dans le
domaine des coques a Gram positif, en effet seuls les Staphylocoques sont sensibles. La
Kanamycine agit aussi sur Mycobacterium tuberculosis. Les anaérobies sont naturellement

résistants a la kanamycine, de méme que Pseudomonas aeruginosa.
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3.2. Les bacilles a Gram négatif non fermentaires

Les bacilles Gram négatif non fermentaires sont ubiquitaires. Ils sont isolés de
I'environnement (eaux douces et de mer, sol, végétaux, poussiéres en suspension dans I'air),
dans les effluents et sont également retrouvés au niveau du tractus digestif des animaux. Ces
bactéries ayant peu d'exigences nutritives survivent et se multiplient dans les milieux
humides, notamment dans I'environnement hospitalier (robinet, évier, siphon, vase), et
peuvent aussi contaminer des solutions antiseptiques. Ces bactéries sont a l'origine
d'infections nosocomiales d'origine exogene (infections manuportées, infections sur matériel
implanté) et d'origine endogene (flore cutanée, digestive) chez des patients le plus souvent
immunodéprimés. Elles sont dites pathogénes opportunistes car, bien que pouvant étre isolées
d’infections communautaires. Outre la famille des Pseudomonadaceae, les BGNnF
comportent aussi Acinetobacter, Moraxella, Kingella, Alcaligenes, Achromobacter,
Bordetella, Flavobacterium et Sphingobacterium. Au sein des Pseudomonadaceae,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, et Stenotrophomonas maltophilia, sont les
bactéries les plus fréquemment isolées lors d’infections nosocomiales(13).

Ces bactéries caractérisées par une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques, et
pouvant acquérir de nombreux autres mécanismes de résistance.

3.2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, (couleur vert-de-gris) ou bacille pyocyanique est Découvert par
Gessard en 1882.Au cours de lalére guerre mondiale, I’agent du “pus blé est a l'origine de la
surinfection de plaies chez les soldats. Mais c'est surtout dans les années 1960-70,
parallelement au développement de I'hospitalisation et des techniques invasives d'exploration,
que cette bactérie a Gram négatif émerge comme un agent pathogéne majeur de I'Homme.
C'est I'exemple de type des bactéries nosocomiales opportunistes. La derniere enquéte de
prévalence des infections associées aux soins organisée par Santé publique France en 2012, la
classe au 3°™ rang(8,4%) des espéces nosocomiales, derriére E. coli (26,0%) et S. aureus
(15,9%).Elle est une cause majeure d'infections pulmonaires nosocomiales (18,1%),

notamment dans les services de réanimation(14).
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Classification : Selon la 9éme édition de Bergey's manual of systematic bacteriology
(1994),
P. aeruginosa est classé comme suit :

Tableau I: Classification taxonomique de Pseudomonas aeruginosa

Domaine Bacteria

Phylum Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonaceae

Genre Pseudomonas

Espece Pseudomonas aeruginosa
3.2.2. Habitat :

Pseudomonas aeruginosa estune bactérie opportuniste vivant normalement a [1’état
saprophyte dans I’eau, les sols humides et les végétaux, mais qui peut également vivre a

I’état commensal sur la peau ou a I’intérieur du systéme digestif de divers animaux(15).

3.2.3. Caractéres bactériologiques :

P. aeruginosae est un bacille a Gram négatif ubiquitaire, présent notamment dans le sol et
dans les milieux aquatiques, non sporulant de forme droite ou légérement courbée. 1l mesure
de1a5 pumde long et de 0,5a 1 um de large (Figure 7). Bien que ce pathogene aérobie strict
ait un métabolisme oxydatif, non fermentaire, plusieurs isolats ont montré une capacité a
croitre en milieu anaérobie. P. aeruginosa est une bactérie mobile grace a la présence d’un
flagelle polaire. Cette bactérie est catalase positive et oxydase positive. Elle possede une
versatilité nutritionnelle remarquable pouvant utiliser une variété de sucres simples et
complexes, d’alcools et d’acides aminés comme seule source de carbone. P. aeruginosa est
une bactérie mésophile capable de se multiplier a I’intérieur d’un large spectre de température
allant de 4 a 45°C. La température optimale de croissance se situe entre 30 et 37°C. La
morphologie de P. aeruginosa, de méme que pour tout le genre Pseudomonas, est facilement
distinguée grace a la production de la pyocyanine, un pigment bleu-vert diffusible dans le

milieu extracellulaire, d’ou le nom de bacille pyocyanique.
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Figure 7 : Pseudomonas aeruginosa vue au microscope électronique(16).

3.2.4. Caractéres culturaux :

P. aeruginosa pousse facilement sur milieux ordinaires en développant une odeur de seringa.
La température optimale de croissance est de 30 °C. Pour les souches pigmentées (95 %), les
milieux de King A et King B permettent une identification de P. aeruginosa par la mise en
évidence de la production de deux pigments : la pyocyanine (hydrosoluble) et la pyoverdine
(soluble dans le chloroforme), respectivement. D'autres pigments hydrosolubles peuvent étre
produits parfois de maniére transitoire : la pyomélanine brune et la pyorubrine rouge. A partir
de prélevements polymicrobiens, il est nécessaire d'avoir recours a un milieu sélectif

contenant du cétrimide(ammonium quaternaire) associé ou non a de l'acide nalidixique(14).

Figure 8:Vue d’une boite de pétrie de Colonies  Figure 9 : Vue d’une boite de pétrie de
non pigmentées de P. aeruginosa pigmentées de P. aeruginosa
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3.2.5. Marqueurs épidémiologiques :
Quand plusieurs infections dues a une méme espece bactérienne surviennent dans un service
hospitalier, il faut vérifier s’il s’agit d’une épidémie ; dans ce cas la méme souche est a
I’origine de toutes les infections et toutes les bactéries isolées possedent les mémes
caractéristiques. Certains éléments phénotypiques, suffisamment discriminant, peuvent dans
ce but, étre utilisés comme « marqueurs épidémiologiques ». En ce qui concerne
Pseudomonas aeruginosa, les méthodes phénotypiques disponibles sont :
- La serotypie des Ag O et l'antibiotypie utilisées lors d'une premiére approche. La sérotypie
est une réaction d'agglutination sur lame réalisée a partir de colonies prélevees sur gélose qui
individualise 16 sérotypes avec le kit le plus utilisé (Biorad). Il existe des réactions croisees
entre sérogroupes (souche polyagglutinable) et 10 % des souches sont non agglutinables
(souches mugueuses notamment).
-L'antibiotypie est un marqueur peu discriminant, surtout pour différencier des souches
impliquées dans des pathologies chroniques chez des patients soumis a des antibiothérapies
répétées qui peuvent avoir une influence sur les résultats de I'antibiogramme. Les méthodes
génotypiques font appel a des techniques développées dans le chapitre concernant la biologie
moléculaire a des fins diagnostiques et épidémiologiques. La méthode de référence est
I'électrophorése en champs pulsés. Cependant, cette méthode lourde a mettre en ceuvre est
souvent précédée par des méthodes utilisant la PCR (par exemple RAPD, ERIC-PCR, rep-
PCR, PCR-ribotypie, MLVA et MLST).

3.2.6. 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
MEVAG (Milieu pour Etude de la voie Attaque des Glucides) ou de Hugh et Leifson sont
spécialement destinés a mettre cette propriéte en évidence. Pseudomonas aeruginosa possede
une oxydase. Pseudomonas aeruginosa est capable d’utiliser de nombreux substrats carbonés
comme seule source de carbone et d’énergie : glucose, acide lactique, acide acétique, arginine,
citrate, malonate...... La réalisation d’un test d’assimilation des substrats carbonés ou
auxanogramme est utile pour reconnaitre 1’espéce et différencier les biotypes...

3.2.7. Transmission :
Elle peut se faire a partir des sources environnementales, soit directement, soit par

I’intermédiaire de matériels lavés ou rincés a 1’eau du réseau. Elle peut aussi étre
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interhumaine a partir d’un sujet colonisé. La pression de sélection des antibiotiques en milieu
hospitalier augmente probablement le risque de colonisation(17).

3.2.8. Pouvoir pathogene :
La bactérie n’est pas pathogéne pour le sujet normal, mais elle peut provoquer des infections
parfois séveres chez les sujets dont les défenses sont amoindries. Elle peut provoquer des
infections urinaires, bronchiques (en particulier chez les sujets atteints de mucoviscidose),
pulmonaires (chez les immunodéprimés ou les malades ventilés), oculaires (kératite ou
endophtalmie), ostéoarticulaires. Elle peut aussi surinfecter des Iésions cutanées (brilures),
des plaies traumatiques ou postopératoires, provoquer des otites externes (pouvant évoluer de
maniere invasive chez les sujets agés et diabétiques), des septicémies (en particulier chez les
neutropéniques), des endocardites (chez les toxicomanes).

3.2.9. Facteurs de pathogénicité :
P. aeruginosa possede des fimbriae qui permettent I’adhésion aux muqueuses. Les souches
qui colonisent les bronches des enfants atteints de mucoviscidose sont entourées d’une
pseudo-capsule polysaccharidique qui donne un aspect muqueux aux colonies bactériennes.
Ce constituant augmente 1’adhésion de la bactérie et exerce une action anti phagocytaire. La
bactérie produit plusieurs toxines cytotoxiques : deux hémolysines et I’exotoxine A dont le
mode d’action est similaire a celui de la toxine diphtérique.

3.2.10. Antibiorésistance
P. aeruginosa est caractérisée par une résistance naturelle & de nombreuses familles
d’antibiotiques et par son aptitude a 1’acquisition de nouvelles résistances vis- a-vis de
composés habituellement actifs(18).

- Reésistance naturelle :
P. aeruginosa posséde une membrane externe faiblement perméable, ce qui lui confére une
résistance naturelle a de nombreux antibiotiques, dont la plupart des [-lactamines
hydrophytes. Cette résistance naturelle résulte principalement de I’intervention d’autres
mécanismes comme la production d’une céphalosporinase chromosomique et I’existence d’un
systéme d’efflux(19).
Les résistances acquises
Elles sont dues a une imperméabilité accrue de la membrane externe (modification des
porines) ou a la production d’enzyme inactivant. Ces deux mécanismes peuvent coexister et

conjuguer leurs effets.
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Résistance acquise aux 3-lactamines

Résistance enzymatique :

- Acquisition de pénicillinases plasmidiques : Ces pénicillinases conferent une résistance
aux carboxypénicillines, aux uréidopénicillines et a la cefsulodine mais la sensibilité a la
ceftazidime, 1’aztréonam et I’imipénéme est conservée. Il existe un risque d’induction de
céphalosporinase (réversible) avec les inhibiteurs de R-lactamases (acide clavulanique)(20).

- Hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique AmpC par mutation d’un
géne de régulation : « céphalosporinase déréprimée » : Les souches, ainsi modifiées,
deviennent résistantes a toutes les béta-lactamines sauf les amidinopénicillines (mécillinam,
pivmécillinam) et les carbapénémes. La mutation peut survenir inopinément au cours d'un
traitement et entrainer des échecs thérapeutiques. Il existe différents niveaux de dérépression
de la céphalosporinase (la plupart des souches ne sont que partiellement déréprimées), et le
niveau de résistance est proportionnel a la quantité d’enzyme produite. Ce mécanisme ne doit
pas étre confondu avec I’induction d’une céphalosporinase par les inhibiteurs de B-lactamases
chez des souches sauvages, qui rendent alors 1’association (inhibiteur de B-lactamases +
céphalosporine) antagoniste.(21)

- Acquisition d’une B-lactamase a spectre élargi (BLSE) : Ce sont des enzymes
plasmidiques qui hydrolysent toutes les béta-lactamines sauf les carbapénémes. L’activité des
B-lactamines restaurée théoriquement par les inhibiteurs de R-lactamases. Elles sont trés
rarement rapportées chez P. aeruginosa (contrairement a Klebsiella).

- Carbapénémases : Ce sont des métalloprotéines chromosomiques ou plasmidiques
conférant une résistance aux carboxypénicillines, aux céphalosporines et a 1’aztréonam, ainsi
qu’un bas niveau de résistance a I’imipénéme. Les carbapénémases sont redoutables car elles
induisent une résistance de haut niveau a toutes les béta-lactamines. La sensibilité a la
pipéracilline et a I’aztréonam est conservée. En cas d’association de ce mécanisme a un
mécanisme d’imperméabilité, on obtient un haut niveau de résistance a I’imipénéme. La
détection des carbapénémases par les techniques bactériologiques de routine n’est pas aisée,
ce qui augmente les difficultés de surveillance épidémiologique(19).

- Résistance non enzymatique :

- Acquisition par mutations de systémes d’efflux actif : Les mutations aboutissent a la
surproduction des pompes transmembranaires permettant d’expulser 1’antibiotique hors de la
bactérie, en utilisant I’énergie du gradient électrochimique de la membrane cytoplasmique. Le
niveau de résistance est moindre que chez les souches productrices de B-lactamases. Certaines
souches ne sont résistantes qu’a la ticarcilline, cette résistance n’étant pas restaurée par les

inhibiteurs de -lactamases. La plupart des souches restent sensibles a la pipéracilline et a la
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ceftazidime. Parmi les carbapénemes, seul le méropéneme peut étre affecté par un mécanisme
d’efflux.

- Mutation de la porine D2 (mutants oprD): La porine sert comme un canal d'entrée de
I'imipénéme. L'association d'une hydrolyse partielle par la céphalosporinase chromosomique
et la mutation de la porine induisent une résistance sélective a I’imipénéme. La sensibilité au

méropéneme est conservee.

Phénotypes de résistances : Les principaux phénotypes de résistance aux Bétalactamines
de P. aeruginosa et A. baumannii(22)
Tableau I1: Récapitulatif des phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux

bétalactamines.

Phénotype de résistance | TIC | PIP CFP CFS | CAZ |ATM | CPI IPM
Peénicillinase R
Céphalosporinase R R
hyperproduite
""modérees"
Céphalosporinase R R R R R R R S
hyperproduite
haut niveau
Imperméabilité R \Y \ S S S
Porine D2 S S S S S S R

TIC = ticarcilline ; PIP = pipéracilline ; CFP = céfopérazone; CFS = cefsulodine ; CAZ =

ceftazidime ; ATM= aztréonam ; IPM = imipénéme ; CPI = céfépime ; R = résistant ; S =

sensible ; V = sensibilité variable, incluant la possibilité d'une sensibilité diminuée. Les

phenotypes de résistance aux béta-lactamines rapportés au tableau Il sont les suivants

= Phénotype sauvage Les souches de phénotype sauvage sont résistantes aux
aminopénicillines, aux céphalosporines de 1lere et 2éme génération, mais sensibles aux
carboxypénicillines, aux uréidopénicillines, a la ceftazidime, a la cefsulodine, la
céfopérazone, a 1’aztréonam, au latamoxef, au céfépime et a ’'imipénéme

= Phénotype"pénicillinase : 1l est lié a la production de béta-lactamase de type PSE, TEM

ou OXA. Les souches de phénotype « pénicillinase » sont résistantes aux
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carboxypénicillines, aux uréidopénicillines, a la céfopérazone et a la cefsulodine. Elles
sont sensibles au latamoxef, a I’aztréonam, la ceftazidime, I’'imipénéme et au céfépime.

*Phénotypes céphalosporinase hyperproduite : La production de cette enzyme est
inductible ou résulte d'une dérépression stable consécutive a une mutation. L'apparition
récente de céphalosporines de 3e genération est beaucoup plus stable aux
cephalosporinases tel le céfepime, oblige a différencier deux phénotypes :

= ""céphalosporinase hyperproduite™ moderément : résistance a toutes les bétalactamines,
sauf au céfépime et a lI'imipénéme ;

=  céphalosporinase hyperproduite™ a trés haut niveau : résistance a toutes les
bétalactamines sauf a I'imipénéme. Phénotype "imperméabilité” : Les souches du
phénotype "imperméabilité” sont résistantes aux carboxypénicillines, mais de
sensibilité variable aux uréidopeénicillines a la cefsulodine et a la céfopérazone. La
ceftazidime, le céfépime et 1’aztréonam sont souvent actifs. L’activité de l'imipénéme
est constante.

» Phénotype "mutant de porine D2" : Ce phénotype est caractérisé par une résistance
isolée a I'imipéneme. En ce qui concerne les fluoroquinolones, il faut retenir que les
souches sensibles ou intermédiaires a la péfloxacine, la norfloxacine ou I'ofloxacine sont
sensibles a la ciprofloxacine(23).

Les principaux phénotypes de résistance aux Aminosides de P. aeruginosa et

Acinetobacter baumannii

» Phénotype sauvage ou sensible :
Il s'agit de souches sensibles a tous les aminosides testés a I'exception de la kanamycine
(Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii ont une résistance naturelle a la
kanamycine).

> Phénotype G :
Ce sont des souches résistantes a la gentamicine, mais sensibles aux autres aminosides.

» Phénotype N :
Ce sont des souches résistantes a la nétilmicine, mais sensibles aux autres aminosides.

» Phénotype GT :
Il s'agit de souches résistantes a la gentamicine et a la Tobramicyne, mais sensibles aux
autres aminosides.

» Phénotype GN :
Ce sont des souches résistantes a la gentamicine la nétilmicine, mais sensibles aux autres

aminosides.
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» Phénotype GTN :
Ce phénotype correspond aux souches sensibles a I'amikacine et résistantes aux autres
aminosides.
» Phénotype GNA :
Ce phénotype correspond aux souches sensibles a la Tobramicyne et résistantes aux autres
aminosides.
» Phénotype GTNA :
Il s'agit de souches résistantes a tous les aminosides testés. Les souches GTNA sont
résistantes a I'isépamicine. Ce phénotype est le fait d'une imperméabilité ou I'association d'une

imperméabilité a une acétylation.

Tableau I11: Les principaux phénotypes de résistance possible aux fluoroquinolones pour P.

aeruginosa et Acinetobacter baumannii

Phénotypes Norfloxacine Péfloxacine Ofloxacine/ Ciprofloxacine
Levofloxacine

| Sauvage S S S S

1 | | | S

1l R R R S

v R R R R

Efflux R S S R

Ciprofloxacine : R, mutation de la cible ou imperméabilité

3.3. Acinetobacter baumanii :

Acinetobacter baumanii est un coccobacille a gram négatif. Il est essentiellement & I’origine
de pneumopathies ou de bactériémies et touche principalement les patients présentant un
terrain fragilisé, ayant des dispositifs invasifs et ayant recu une antibiothérapie.

Il est freqguemment responsable d’épidémies en milieu hospitalier, et notamment dans les
services de réanimation, en raison de sa capacité de survie prolongée sur des surfaces inertes

et de sa capacité a acquérir des mécanismes de résistance aux antibiotiques(24).
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- Classification : Acinetobacter baumannii a été classée comme suite en 1986 par Bouvet
et Grimon

Tableau IV : Classification taxonomique d’Acinetobacter baumanii

Domaine Bacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Moraxellaceae
Genre Acinetobacter
Espéece Baumanii
3.3.1. Habitat:

Acinetobacter baumanii est considéré comme une bactérie ubiquitaire ayant pour
principal habitat le sol, les eaux, les végétaux, et des animaux(25). Chez 1’homme, elle peut
coloniser la peau, les plaies et les tractus aériens et digestifs, elle peut résister a la
dessiccation pendant plusieurs semaines(26).

3.3.2. Caractéres bactériologiques :

- Morphologie Coloration :

Bacilles a Gram négatif, immobiles, non sporulés, parfois
Capsulés, trapus, souvent associés en paire ou en courtes chaines ; formes filamenteuses dans
les cultures agées.
- Caractéres culturaux :
Aérobie strict, cultive facilement sur milieux usuels. Acinetobacter baumanii est la seule
espece cultivé a 44°
-Caractéres d’identification :
Le diagnostic du genre est aise : bacilles a gram-, aérobies stricts, oxydase-, catalase +
L’identification biochimique des diverses espéces est difficile,
A. baumannii, A. calcoaceticus, et Acinetobacter genomospecies 3 et 13 sont trés difficiles a
distinguer par leurs caractéres phénotypiques. Le diagnostic différentiel entre ces 4 taxons

repose sur des tests d’assimilation(27).
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Figure 10: Acinetobacter baumanii vue au microscope électronique vue du net.

3.3.3. Caractéres culturaux :
Acinetobacter cultive sur les milieux non sélectifs habituels (gélose trypticase soja), a une
température de 30-37°C, (A. baumanii se développe a 44°C, contrairement a A.
calcoaceticus). Leur isolement est possible sur les milieux sélectifs des bactéries Gram
négatives (SS, Hektoen, Drygalski, Mac Conkey...). Un pH compris entre 5,5 et 6 favorise

leur croissance(28).

Figure 11: Colonies d’A.baumanii Vues sur une gelose en boite de pétries.

Mécanisme de résistance aux f-lactamines chez Acinetobacter baumannii :
Résistance naturelle :
Les souches de Acinetobacter baumannii produisent une béta-lactamase chromosomique de

classe C, qui n’est pas inhibée par le clavulanate, qui hydrolyse préférentiellement les
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céphalosporines de premiére génération mais n’a pas d’activité pour les pénicillines et la
Pipéracilline.

3.3.4. Résistance acquise
3.3.4.1. Résistance enzymatiques
- Céphalosporinase de classe C Différents mécanismes de résistance aux B-lactamines ont
été signalés et identifiés chez Acinetobacter baumannii(29). liés principalement a la
production de B-lactamases. Acinetobacter baumanii produit naturellement une
céphalosporinase de type AmpC qui est normalement exprime a bas niveau, et ne diminue pas
I'efficacité des céphalosporines a large spectre (Céphalotine) ou des carbapenems. L'insertion
d’une séquence spécifique ISAbal en amont du géne bla ampC favorise I'expression de cette
B-lactamase de type AmpC en fournissant des séquences promoteur ce qui entraine la
résistance a la Ceftazidime(30).
- Oxacillinase de classe D Les oxacillinases en général hydrolysent l'oxacilline, la
méthicilline, cloxacilline et la benzylpénicilline, et leur activité est inhibée par NaCl de plus,
elles sont faiblement inhibées par 1’acide clavulanique. La plupart des Plactamases de type
OXA n'hydrolysent pas de facon significative les C3G/C4G mais 1I’évolution par mutation(s)
ponctuelle(s) vers un élargissement du spectre a dd avoir lieu comme pour les dérivés de
TEM/SHV(31). A. baumannii produit une béta-lactamase de classe D qui est 1’oxacillinase
représentée par le cluster d’enzyme OXA-51/0XA-69(Gerischer, 2008), les B-lactamases de
type OXA-51/69 pourrait contribuer a la résistance aux carbapenems par I'insertion d'lS Abal
dans la région promotrice du gene bla OXA-51/69(32).
- Des oxacillinases aux propriétés de carbapénémases sont identifiés chez A. baumannii, ces
oxacillinases sont de trois grands types : OXA-23, OXA-24/0XA-40 et OXA-58. Elles
conférent des degrés variables d’hydrolyse des carbapénémes dépendant de leur niveau
d’expression.
- Métallo-B-lactamases de classe B Les B-lactamases de classe B ont besoin d’un atome de
zinc pour détruire les Blactamines(33). elles sont inhibées par ’EDTA(34). Trois groupes ont
été identifiés chez A.baumanii (IMP-like, VIM-like et SIM-1, cette classe d’enzyme
hydrolyse tous les Blactamines a I’exception des monobactames(35).
- B-actamases a spectre élargi chez A. baumannii les BLSE sont soit chromosomiques ou
plasmidiques.(46) Les enzymes du type GES et PER, VEB et IBC-2, ont été largement
retrouvées chez A.baumanii, Les enzymes du type VEB hydrolysent de préférence la

ceftazidime et ’aztréonam, les genes correspondant a ces BLSE sont le plus souvent retrouvés
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dans des structures de type intégron comme génes cassettes (VEB-1, IBC-1, GES-1, GES-3)

et donc sous la dépendance de promoteurs situés a I’extrémité 3’ du géne de I’intégrase(36).

3.3.4.2. Résistance non enzymatiques

- Surexpression du systéme d’efflux Les pompes a efflux illustrent un phénoméne unique
dans la résistance aux médicaments: un seul mécanisme provoquant la résistance contre les
différentes classes d'antibiotiques. A. baumannii posséde une pompe a efflux A de ABC dont
les substrats sont : Aminoglicosides, les tétracyclines, I'érythromycine, au chloramphénicol,
triméthoprime,  fluoroquinolones, des béta-lactamines, et encore récemment, la
tigecycline(37).

- Modification de I’expression des PLP L’efficacité des béta-lactamines est liee a leur
capacité de se fixer aux PLP. La liaison antibiotique / cible est liée a la structure de la cible.
Diverses mutations peuvent entrainer des modifications diminuant [1’efficacité de
I’antibiotique(38).

3.3.4.3. Résistance aux aminosides :

La résistance de A. baumannii aux aminosides résulte principalement de 1’inactivation de
I’antibiotique par certains enzymes de modification, on a décrit depuis 1988 la production
d’enzymes : APH (3”)-1, APH (6), AAC (3)-1, ANT (2”°)-1 et APH (3°)-1V(39).

A.baumanii possede une pompe a efflux de type Ade ABC qui confére la résistance a
diverses classes d’antibiotiques y compris les aminosides, elle est composée de protéines A de
A, A de B et A de C(40).

3.4. Chryseomonas lutéola:

3 .4.1 Caractéristiques :

Les bactéries appartenant au genre Chryseomonas sont des cellules non sporulées, Gram
négative, en forme de batonnets aux extrémités arrondies. Elles se présentent souvent seules,
rarement par paire et sont mobiles grace a leur multiples flagelles en position polaire. Il n’y a
pas de granules intracellulaires de poly-B-hydroxybutyrate. Leur métabolisme est strictement
aerobie. Les colonies se développent entre 18 et 42°C. La croissance sur des supports solides
donne des colonies pales a jaune foncé. Celles-ci sont typiquement rondes avec un diametre
de 1 mm, faiblement convexes, lisses et brillants, sur toute leur longueur. Elles sont catalases
positives et oxydase négatives, elles sont chimio-organotrophes et lysent le saccharose de
maniere oxydative. Le contenu de I’ADN en bases G+C est de 54 4 56 %. Elles semblent étre
saprobies ou commensales des humains et des animaux a sang chaud, chez lesquelles elles

peuvent devenir pathogénes(41).
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3.4.2 Isolement et identification conventionnelle

L’isolement et les repiquages sont réalisés sur des milieux ordinaires type gélose nutritive,
gélose trypticase soja ou gélose lactosée au pourpre de bromocrésol (BCP) incubés a des
températures comprises entre 25 et 35°C. A partir d’un prélévement multibactérien, des
milieux sélectifs peuvent tre utilisés afin d’isoler de maniere sélective certains germes. La
gestion de la température d’incubation permettra également une sélection de la pousse de
certains germes. Une incubation a 41°C par exemple, entrainera une culture sélective de
Pseudomonas aeruginosa. D’autres Pseudomonas sont capables de se développer a cette
température : P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. stutzeri, P. mendocina. L’aspect des
colonies (lisse, fripé...) va dans un premier temps nous orienter vers certains germes, la
production de pigment est également un critére d’identification important. On pensera que
I’on est en présence d’un germe du genre Pseudomonas lorsque, les bactéries présentes sur
I’isolement sont mobiles, Gram négative, aérobies strictes et se développant sur des milieux
usuels avec parfois production d’un pigment voire d’une odeur caractéristique. Les
caractéristiques biochimiques permettent également I’identification des germes. Des Kkits
existent, permettant de faciliter l’identification des germes : la galerie API 20NE
(BioMeérieux) par exemple, est un systétme qui combine 8 tests conventionnels et 12 tests
d’assimilation que I’on mettra a incuber 24 a 48 h a 30°C. Ce kit permet une identification
précise de la plupart des espéces appartenant au groupe des Pseudomonas « non fermentantes
», a I’exception de certaines, qui possédent plusieurs biovars et donc des caractéristiques
différentes(41).

3.5. Burkholderia cepacia :

L’espéce comme nouveau nom Burkholderia cepacia a été décrite pour la premiére fois en
1950 par Burkholder sous la dénomination de Pseudomonas cepacia comme une bactérie
phytopatogeéne (oignon, riz). C’est un bacille assez fin, mobile grace a une ciliature polaire
multitriche,cultivant & une température optimale de 30°C a 35°C et capable d’assimiler un
grand nombre de substrats. Sur gélose au sang, les colonies sont opaques, brillantes et
convexes.

Par rapport a P.aeruginosa, B.cepacia produit peu de facteurs virulents dont certains sont
décrits : hémolysines, protéases, exopolysaccharides, lipases et sidérophores(42).

La bactérie occupe diverses niches écologiques (sols, I'eau, animaux, les plantes et les
humains), possede la faculté de survive dans I’environnement hospitalier. C’est un pathogéne
20 opportuniste fréquemment retrouvé comme agent colonisant ou infectant la voie
respiratoire des patients atteints de mucoviscidose, il possede une résistance a de hombreux

antibiotiques et désinfectants tel que polyvidone iodée et Chlorhexidine.
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3.5.1. Identification :

L'identification a l'aide des galeries biochimiques donne des résultats variables en fonction
des genres et especes considérés : satisfaisants pour certains genres, mediocres pour d'autres
(complexe Burkholderia cepacia par exemple).

3.5.2. Caractéres culturaux

B. cepacia cultive sur milieux ordinaires a 30 °C en 48 heures. L'utilisation de milieux
sélectifs a partir des expectorations non diluées chez les patients atteints de mucoviscidose est
nécessaire. Le milieu BSCA rendu sélectif par la présence de gentamicine et de polymyxine
permet une croissance plus rapide de B. cepacia, mais ne permet pas la croissance de B.
gladioli (sensible a la gentamicine), contrairement au milieu OFPBL contenant de la

polymyxine et de la bacitracine.

Figure 12: Colonies de B. cepacia sur gélose de sang

- Résistance aux antibiotiques
B. cepacia est caractérisé par une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques dont les
carboxypénicillines, les aminosides et la colistine (Le Bourgeois et al. 2005) La pipéracilline,
la ceftazidime, le méropénéme (contrairement a ’'imipéneme), et la témocilline sont les
molécules les plus actives (Segonds et al. 2006).

- Systéme d’efflux
Burkholderia cepacia présente un haut niveau de résistance intrinséque a de nombreux
antibiotiques (B-lactamines, aminosides, fluoroquinolones). Ceci est 37 partiellement dd a la
présence de différentes pompes MDR comme SmeABC, CeoABOpcM, AmrAB-OprA ou
BpeAB-OprB (Cattoir, 2004).
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- Imperméabilité

Burkholderia cepacia est le plus souvent multirésistant aux antibiotiques. Les mécanismes
impliqués sont essentiellement I'imperméabilité (résistance naturelle aux antibiotiques
polycationiques : aminoglycosides, polypeptides, dont le passage a travers la membrane
externe nécessite la présence de récepteurs anioniques au niveau du LPS, récepteurs qui sont
tres peu nombreux chez B. cepacia, imperméabilité a I'imipénéme) (Segonds et al. 2001)
B-lactamase de classe A (PenA)

La résistance du complexe B. cepacia a été liée a une pB-lactamase chromosomique inductible
qui a été faussement identifiée comme une enzyme de type AmpC. Puis, Trépanier et al a
décrit une B-lactamase de classe A (Pen A). Pen A possede un profil a spectre étroit, et elle est
régulée par un régulateur transcriptionnel de type Lyse R, PenR. Cette régulation négative est

responsable de 1’expression inductible de Pen A (Nordmann et al. 2009).
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METHODOLOGIE
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4- Méthodologie
4.1. Cadre d’étude
Notre étude a été réalisée au laboratoire d’analyses biomédicales BIOTECH du Forum
Médical de Bamako.
C’est une structure spécialisée qui recoit en grande partie les demandes d’analyses
biologiques, des échantillons provenant des milieux hospitaliers et communautaires ayant une
activité élevée de réalisation des examens bactériologiques.
Le volume des analyses par an au laboratoire s’¢éléve a 45 288.
Il est composé de I’unité de:
= Bactériologie
= Parasitologie
= Hématologie
= Sérologie
= Immunologie
= Biochimie
= Anatomie pathologique.
Le personnel est composé de :
- Deux pharmaciens biologistes,
- Treize (13) techniciens de laboratoires,
- Un (1) agent d’accueil,
- Trois (3) agents comptables,
- Quatre (4) agents d’hygiene,
- Cinq (5) agents de sécurité.
4.2. Type et période d’étude
11 s’agit d’une étude transversale, prospective et descriptive, réalisee de Mars 2020 en Mars
2021 au laboratoire BIOTECH de Bamako, chez des patients hospitalisés a la clinique
médicale du forum BIOTECH et communautaires provenant d’autres structures.
1.3. Population d’étude :
Notre étude a concerné les patients venus avec une demande d’examens bactériologiques au
laboratoire Biotech chez qui nous avons isolé des souches bactériennes de la famille des
bacilles gram- non fermentaires isolées, pendant la période de notre étude
4.3.1 Critére d’inclusion :
Ont été inclus dans notre étude tous les patients :

- se présentant avec une demande d’examen bactériologique au laboratoire BIOTECH,
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- chez qui nous avons isolé des bactéries de la famille des bacilles Gram négatif non
fermentaires, avec un antibiogramme réalisé pendant la période de 1’étude.

4.3.2. Critére de non inclusion :

N’ont pas été inclus dans notre étude les patients chez lesquels:

- Des bactéries autres que des bacilles Gram négatif non fermentaires ont été isolées,

- La concentration du germe identifié est jugée insuffisante par viteck.2,

- L’identification de la bactérie par APl 20NE ne concorde pas avec celle du VITEK 2.

4.4. Variables étudiées

La collecte des données était réalisée a partir d’une fiche d’enquéte préétablie sur laquelle
toutes les informations sont portées.

RS

% Les variables sociodémographiques
- L’age,
- Lesexe.
% Les données bactériologiques
- Lanature des prélévements.
- Les bactéries identifiées,
- Les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques,
- Les phénotypes de résistants.
4.5. Méthode d’étude:
5. Matériels
% Matériel de prélévement :
- Ecouvillon,
- Pots stériles pour I’ECBU et les selles, les expectorations et les spermes,
- Savon liquide pour le nettoyage,
- L’eau,
- Papier toilette,
- Tubes stériles pour les exsudats génitaux,
- Spéculum a usage unique,
- Gants,
- Solution hydro-alcoolique.
¢+ Matériel technique :
» Equipement :
- Microscope optique,
- Etuve bactériologique (SANYO),
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- Automate (VITEK 2 Compact Biomérieux),
- Distillateur (EBMED),

- Bec bunsen,

- Autoclave (MASTERCLAYV Biomérieux)
- Balance de précision (PAG OERLIKON AG).
> Petit Matériel :

- Anse,

- Pipette pasteur,

- Cellule de Kova,

- Lames porte-objet et lamelle,

- Bac d’eau de Javel,

- Ecouvillon,

- Tubes d’eau distillée stérile,

- Distributeurs de disques,

.

S

Figure 13: Flacon de prélevement a usage unique pour les urines (a gauche) et pour les
crachats a droit.
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«» Les réactifs :

Les réactifs utilisés sont :

v

v
v

<

AN N N N Y NN

Réactif de coloration de GRAM (le violet de gentiane, la solution iodo-iodurée lugol
I'alcool & 90°, I'eau du robinet),

- Réactifs : Chlorure de Fer I11, Réactif de Kovacs (ou James), NaOH ou KOH (VP1),
Napht-1-ol (VP2), Acide sulfanilique, Naphtyl-1-Amine et poudre de zinc si
nécessaire.

Bandelettes urinaires,

Milieux de culture préts a I’emploi (Gélose Uri Select 4, Gélose Hektoen, Eosin
méthyléne Blue: EMB), Mueller Hunton,

Galerie miniature API 20 NE,

Huile de vaseline,

Eau distillée stérile (ou « Suspension Medium » 5 mL),

Disques d’antibiotique,
Galerie APl 20NE,
Révélateurs,

Cartouches pour le VITEK-2,

Figure 14: Milieu de culture «Uriselect »Figure 15: Milieu de culture Eosine méthyléne Blue
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¢ Les disques d’antibiotique testés et leurs charges :

Tableau V: Les disques d’antibiotiques testés.

o Béta-lactamines o Aminosides
Pénicillines Amikacine : 30ug
Ampicilline : 10pg Gentamicine : 10pg
Amoxicilline + Acide clavulaniqgue : | Tobramycine : 10ug
20+10pg .
o Fluoroquinolones
Piperacilline :

_ . Ciprofloxacine : 5ug
Pipéracilline +Tazobactam : 75+10pug
o Levofloxacine :
Ticarcilline : 75ug _
L ] ) Ofloxacine : 5ug
Ticarcilline + Acide clavulanique :
, . J Autres
Ceéphalosporines

Cefalotine : 30ug S“'fam‘;tsh%izlolze;Jgﬂmeth0prlme :

Cefoxitine : 30pg Nitrofurantoine : 300ug

Cefotaxime : 30ug Colistine : 10ug

Ceftazidine : 30pg Fosfomycine : 50ug
Cefepime :
Carbapénemes
Imipenéme : 10ug
Méropéneme :

Ertapéneme :

4.5.2.Prélévements

Le matériel biologique était constitué par les produits pathologiques. 1l s’agit ;

- D’urine,

- De liquide d’épanchement,

- D’expectoration,

- Desselles et

4.6. Techniques utilisées

1. Les produits pathologiques

IL s’agit des prélevements effectués et acheminés au laboratoire BIOTECH en fonction des
différents sites d’infections et concernaient I’urine, le pus, le liquide d’ascite, d’expectoration,
des selles et des prélévements vaginaux.
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1.2.1. Examen cytobactériologique des urines (E.C.B.U.) :

L’examen cytobactériologique des urines a permis de rechercher une infection urinaire et
d’identifier le(s) microorganisme(s) en cause.

e Prélévement :

Le prélevement était fait sur les premieres urines du matin et le milieu du jet, recueillies dans
un flacon stérile. Le flacon est remis au patient dans la salle de prélevement ou le patient
I’emmene a domicile pour faire le recueil.

Apres prescription, le personnel sanitaire explique au patient le mode de recueil de 1’urine :

- Apres lavage hygiénique des mains et toilette soigneusement au savon ou antiseptique
doux de la région vulvaire chez la femme et du méat chez I'nomme suivi d'un ringage,

- Eliminer le premier jet d'urine pour ne recueillir dans le flacon stérile que les 20 ml du
milieu du jet au minimum en prenant soin de ne pas toucher le bord supérieur du récipient.

- Fermer hermétiquement le flacon, et le porter immédiatement au laboratoire accompagné
de la prescription.

- Identifier tres précisément 1’échantillon et I’heure de prélévement.

- En cas d’empéchement le placer pour quelques heures a + 4°C.

e Au laboratoire

Dés réception de I’échantillon, il est enregistré par la secrétaire avec un numéro de laboratoire
puis porté sur une feuille de paillasse et envoyé a 1’unité de bactériologie. Une fois a 1’unité
I’échantillon est enregistré de nouveau dans le registre ’ECBU ou il va subir la technique
suivante :

» Examen macroscopique :

Cet examen a permis d’apprécier 1’aspect et la couleur de ’urine. L’urine normale est de
couleur jaune ou jaune dorée, limpide et transparente.

L’urine pathologique peut avoir un aspect trouble, d’origine bactérienne et/ou leucocytaire.
Mais 1’aspect trouble d’urine n’est pas toujours pathologique, il peut s’agir d’un dépot de
cristaux ou de pertes vaginales. L’aspect hématique de 1’urine est dd & une hematurie.

» Examen microscopique :

Il a consisté a rechercher la présence de :

- leucocytes,

- cellules épithéliales,

- hématies,

- parasites et levures,
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- cristaux, ainsi que la présence ou I’absence des bactéries dans les échantillons, leur mobilité
ou pas.

Procédure :

» quantitative

C’est la méthode de la cellule de numération de KOVA solide, qui est utilisée pour la lecture
a I’aide d’un microscope optique, dont 10 ul est examinée via 1’objectif 40, on dénombre les
¢léments figurés contenus dans 1’urine.

En cas d’infection urinaire le processus inflammatoire se traduit par la présence des
leucocytes.

Protocole

- Meélanger et pipeter 10ul de I’échantillon ;

- Remplir le quadrant de la cellule de KOVA.

N.B : Régles d’utilisation de la cellule de KOVA

Chaque cellule contient 10 grilles de comptage séparées ;

Chaque grille est constituée de 9 cases, chacune étant constituée de 9 petits carrés ;

Chaque cellule & un volume de 1 pl = 1mm3;
On ne compte pas les éléments qui sont sur les lignes (qui représentent 1/9 de la surface)

Le nombre d’éléments comptés dans 1 case doit étre multiplié par 10 pour obtenir un

nombre par pul ou mm3;

Le nombre d‘éléments comptés dans un carré doit étre multiplié par 100 ;

Ne pas oublier de multiplier par le facteur de dilution si I’échantillon a été dilué

Penser a rayer les chambres déja utilisées a 1’aide d’un marqueur ;

Regarder au microscope a 1’objectif X10 puis a 1’objectif X40 et quantifier les ¢éléments a
savoir :

- Pour les urines : On depose une goutte sur la cellule de Kova on fait la lecture au
microscope optique a 1’objectif X40

- Leucocytes, hématies, cristaux, cylindres, cellules épithéliales... ; Pour les liquides de
ponction : leucocytes et hématies

» Aspect qualitatif :

L’examen du frottis est réalisé a partir du culot de centrifugation et la coloration de Gram qui
va déterminer le choix du milieu de culture.

» Préparation du culot urinaire

M¢langer délicatement 1’urine a 1’aide d’une micropipette afin d’homogénéiser ; Identifier un
tube conique a centrifuger et le remplir aux % d’urine homogénéisée ; Centrifuger pendant 5 a

10 minutes, a vitesse moyenne (1500 tr/ min);
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- coloration de Gram : procédure (annexel)

La coloration de Gram a permis de donner le diagnostic morphologique des bactéries et a
permis le choix des milieux de culture.

Ensemencement :

Les bacilles Gram négatifs ont été ensemencés sur une gélose chromogene (Uriselect). C’est
apres homogénéisation, 10 uL d’urine totale est ensemencée cadran par cadran au pres du Bec
Bensen puis incuber a 37 °C + 1 a I’étuve pendant 18 a 24 heures.

Culture :

Au bout de 18 & 24 Heures les boites de Pétri ont été sorties de I’étuve. La lecture a permis
d’observer la présence ou I’absence de bactéries, de décrire les colonies, puis de procéder a
I’identification par API 20NE ou par Automate VITEK® 2. (Voir 1.7 et 1.8)

Figure 16: Aspect des colonies d’A.baumanii de milieu de culture Uriselect
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Figure 17: Aspect de colonies de P.aeruginosa sur milieu de culture Uriselect

Figure 18: Aspect de colonies de B. cepacia sur milieu de culture Uriselect
1.3. Prélévement vaginal :
Les conditions strictes qui doivent étre observées par la patiente sont :
- Endehors des menstrues,
- Ne pas avoir de rapport sexuel la veille du prélévement,
- Ne pas se nettoyer le vagin le jour du prélévement.
> Prélévement :
Ce prélévement est réalisé soit dans le service clinique, soit au laboratoire le plus souvent
c’est le cas. La patiente s’installe dans la salle de prélévement vaginal en position d’examen
gynécologique.
Une technicienne de laboratoire est chargée de réaliser le prélevement.
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Une fois installée le spéculum est introduit dans le vagin dans le but de rendre visible et
accessible le col de I'utérus. Une fois le spéculum mis en place, le frottis se faisait a 1’aide
d’une petite spatule ou d’un batonnet muni de poils souple en grattant 1égérement la surface
des tissus a analyser. Le prélevement des cellules pouvait avoir lieu dans le fond du vagin, a la
surface du col de ’utérus et dans le canal du col de I'utérus selon la demande d’examen.

A la fin de cette opération, I’écouvillon urétral ou endocervical pour la recherche de Neisseria
gonorrhoeae est étalé sur une lame propre bien dégraissée pour réaliser un frottis sec qui sera
coloré au Gram. Puis la spatule est déchargée dans 1 mL d’eau physiologique contenue dans
un tube a essai stérile.

Le prélevement est apporté au secrétariat, des réception de 1’échantillon, il est enregistré par
la secrétaire avec un numéro de laboratoire puis porté sur une feuille de paillasse et envoyé a
I’'unité¢ de bactériologie. Une fois a 1’unité 1’échantillon est enregistré de nouveau dans le
registre de prélévement vaginal ou il va subir la technique suivante :

» Examen Macroscopique :

La vulve pouvait étre normale ou inflammatoire présentant des lésions.

La muqueuse vaginale normale est de couleur rose sans douleur au contact. La muqueuse
inflammatoire est de couleur rouge, pouvant étre douloureuse au contact et présentant des
Iésions.

L’endocol non sain ou présente des Iésions, saignantes au contact.

L’examen macroscopique permet de noter 1’aspect des sécrétions :

Abondance : peu abondantes, abondantes, trés abondantes ;

Consistance : épaisses, adhérentes aux parois vaginales, caillébotées, liquides, glaireuses,
bulleuses, purulentes.

La couleur de la leucorrhée : blanchatres, jaunatres, verdatres, grisatres etc.

» Examen chimique

Cet examen chimique consiste a mesurer le pH des sécrétions a I’aide du papier a pH. Le pH
normal est < 4,5.

» Examen microscopique

Une goutte de suspension des sécrétions vaginales est placée entre lame et lamelle et observée
au microscope a 1’objectif 40. Cet examen consiste a la recherche a 1’état frais de :

- cellules épithéliales : pour apprécier I’exfoliation de 1’épithélium.

- polynucléaires,

- éléments parasitaires : les levures (Candida) et leurs filaments myceliens, Trichomonas
vaginalis reconnaissable par sa mobilité et ses flagelles,

-La flore bactérienne : la présence et la mobilité des bactéries ou leur absence.
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L’examen microscopique apres coloration de Gram :

Apres examen a 1’état frais, les lames ont été étalées et fixées puis la coloration de Gram a été
réalisée (voir annexe 1).

Une fois la coloration de Gram réalisée les lames ont été sechées et examinées au microscope
a I’objectif 100. Cet examen a permis d’apprécier :

-La morphologie des bacteéries (bacilles, cocci, diplocoques a Gram négatif),

- la flore bactérienne :

e La flore normale est constituée d’une prédominance de bacilles de Doderlein
(lactobacillus),

e « Clues Cells » (cellules épithéliales tapissées par des coccobacilles a Gram négatif :
Gardnerella vaginalis),

e bacilles a Gram négatif incurves aux extrémités effilées (Mobilincus spp),

e diplocoques a Gram négatif intra ou extra leucocytaires,

e Une flore déséquilibrée, constituée d’une minorité ou d’une absence de bacilles de
Doderlein.

e Apres la coloration de Gram, la morphologie des bactéries a motivé le choix du milieu de
culture.

» Culture

Ensemencement :

Les écouvillons endocervical et urétral ont été ensemencés sur le milieu Eosine Méthylene
Blue (EMB).

Incubation :

L’incubation est faite a 37°C pendant 18 a 24h.

Identification du germe

La lecture sur milieu EMB a été faite selon ’aspect des colonies.

Les colonies dont leur identification a 1’ceil nu reste difficile ont été passées a I’identification
par API 20NE ou par automate VITEK® 2. (Voir 1.8 et 1.9)

Coproculture :

> Prélévement :

Les selles ont été recueillies dans un récipient stérile puis acheminer au laboratoire dans un

délai de 30 minutes ou dans I’heure ; parfois le recueil a lieu au laboratoire.
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» Analyse et traitement de I’échantillon

v Examen macroscopique

Cet examen a permis d’apprécier :

-’aspect des selles: la consistance des selles (pateuses/molles, liquides, semi-liquides,
présence de glaire ou de sang) et la couleur.

-le contenu : (débris vegétaux, grains de Iégumes ou de fruits)

v/ Examen microscopique

Etat frais

-ldentifier et mettre 2 & 3 mL d’eau physiologique dans un tube a hémolyse,

- Faire plusieurs prélévements en différents points de la selle de fagon a collecter une quantité
de selles équivalente a un petit pois ou un grain de mais et les plongés dans le tube a hémolyse
contenant de 1’eau physiologique,

- Homogénéiser par aspiration et refoulement a 1’aide d’une pipette pasteur en plastique
(jusqu’a fragmentation compléte de grosses particules ou des parcelles de glaires),

- Laisser sédimenter les grosses particules pendant 2 minutes,

- Déposer une goutte de la suspension homogene sur une lame, couvrir d’'une lamelle et
observer au microscope a 1’objectif x 10 puis 40,

- Lire 20 a 40 champs minimum.

Aprés cette lecture a 1’état frais, la coloration de Gram a été réalisée (voir annexe 1).

Cette coloration permet :

-d’apprécier 1’équilibre de la flore bactérienne: une flore normale est abondante et
polymicrobienne (bacilles & Gram positif ou négatif). Chez les patients dont 1’age est
superieur & 2 ans, la flore est & prédominance négative tandis que chez les patients dont 1’age
est inférieur & 2 ans, elle est a predominance positive.

- La morphologie particuliere de certaines bactéries : bacilles incurvés (Vibrio, campylobacter
etc.).

- Cet examen permettait de corriger le dénombrement des leucocytes qui passent inapergus a
1’état frais.

» Culture

Ensemencement :

La gélose Hektoen a été le milieu sur le quel toutes selles ont été ensemencées. 10 uL de la
suspension contenue dans le tube a hémolyse a été ensemence cadran par cadran.

Incubation :

L’incubation a été faite a 1I’étuve a 37°C pendant 18 a 24h.
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Identification du germe :

L’identification a été faite par API 20NE ou par automate VITEK® 2. (Voir 1.7 et 1.8)

1.4. Pus

> Prelévement

Les échantillons ont été recueillis sur deux écouvillons stériles dont 1’un sert a faire le frottis
pour la coloration de Gram et 1’autre pour I’ensemencement sur des milieux de culture
approprié.

» Examen macroscopique

Cet examen consiste a apprécier :

-la couleur : varie de la teinte chocolat au blanc, certains pus sont verdatres ou bleutés,

- l'aspect,

- la viscosité : Le pus peut étre épais, visqueux, élastique, mélangé au sang ou non, fluide ou
SEéreux.

Lorsqu’un prélévement était assez abondant, I’examen macroscopique (odeur, couleur de pus)
peut fournir des renseignements intéressants :

® ]’odeur nauséabonde des pus a anaérobies,

= J’aspect granuleux, mal li¢, des pus a streptocoques,

= Les pus crémeux a Staphylocoques ou a Pneumocoques sont des éléments d’orientation
dont il faut tenir compte.

» Examen microscopique

v Etat frais

Une goutte du prélévement est déposee sur lame porte-objets. On ajoute une lamelle puis on
observe au microscope optique, au grossissement x40. Cet examen permet de :

-Distinguer les cellules d'accompagnement : soit des polynucléaires neutrophiles ou des
lymphocytes (étude qualitative et quantitative),

-Constater I'état des cellules (intactes ou altérées),

-Observer la morphologie et la mobilité des bactéries éventuelles.

v" Coloration de Gram

Aprés coloration de Gram (annexel), les lames sont observées au microscope optique, au
grossissement X 100.

Cet examen a permis d’apprécier

-La morphologie

-La position intra ou extracellulaire,

- en cas de pus polymicrobien, 1’espéce dominante, et leur abondance
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» Culture

v' L’ensemencement :

La culture a éte faite sur milieu EMB, I’incubation a été faite & 37°C pendant 18 a 24h.
Identification :

On passe & I’identification par API 20NE ou par Automate VITEK® 2. (Voir 1.8 et 1.9) )
1.5. Expectorations :

v" Préléevement :

Le prélevement a été effectué le matin par le patient au réveil aprés hygiene buccale. Le
patient recueille les secrétions du fond du poumon gréce a un effort de toux dans un pot stérile
et transparent.

v' Examen macroscopique

Cet examen a permis d’apprécier 1’aspect des expectorations :

Mugueux : donnant un aspect en gelée avec de rares parcelles purulentes,

e Mucopurulent : muqueux avec des parcelles de pus plus nombreuses,

e Salivaire,

e Fluide et purulent,

e Visqueux et adhérent.

- On précisait aussi la couleur: rouille, verdatre, hematique.

Certaines caractéristiques permettent d’orienter le diagnostic. Ainsi, la présence de grains
jaunes est caractéristique d’une actinomycose. De méme, la perception (attention : ne pas
sentir volontairement) d’une odeur fétide témoigne de la présence d’anaérobies.

Les expectorations de classe 1 et 2 devaient étre rejetées, celles de classe 3 et 4 montrent une
bonne réaction inflammatoire, mais ont été contaminées par la salive. Les expectorations de

classe 4 ont été acceptables et celles de classe 5 ont été les plus appropriées.

Classe Nombre de cellules par champs (objectif 10)
Cellules épithéliales Leucocytes

1 >25 <10

2 > 25 10-25

3 > 25 > 25

4 10-25 > 25

5 <10 > 25

Si le nombre de leucocytes est supérieur a 25 : apprécier la flore bactérienne : on notait les
bactéries prédominantes ou bactéries ramifiées (Nocardia).
-Lorsque le nombre de leucocytes est supérieur a 25 : apprecier la flore bactérienne :
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En notant les bactéries prédominantes ou bactéries ramifiées (Nocardia)

e Isolement du germe :

La culture des échantillons est faite apres la coloration de gram sur le milieu EMB. Un
isolement est effectué pour chaque souche sur le milieu pour les prélevements vaginaux.

e Incubation :

L’incubation est faite a 37°C pendant 18 a 24h.

¢ ldentification du germe

La lecture sur milieu EMB se fait selon 1’aspect des colonies

Les colonies dont leur identification a I’ceil nu reste difficile, On passe a I’identification par
API 20NE ou par Automate VITEK® 2. (Voir 1.7 et 1.8)

1.6. Liquide d’ascite :

L’ascite : se définit par la présence d’un épanchement liquidien non sanglant, non purulent,
non bilieux dans la cavité péritonéale.

v" Prélevement :

Les prélevements ont été effectués par le médecin et recueilli dans un pot stérile ou dans une
seringue. Le produit pathologique est de nature stérile, le transport et la mise en culture était
rapide. Le délai d’acheminement était inférieur a 2 heures.

v" Examen macroscopique

Cet examen a permis d’apprécier 'aspect du liquide : purulent, hémorragique, sérofibrineux,
présence de coagulum.

v/ Examen microscopique

Cet examen nous a permis de faire la numération des hématies et leucocytes du liquide avec la
cellule de Kova

Trois frottis ont été réalisés sur le culot de centrifugation (40 000 rpm pendant 5 min), dans un
tube a hémolyse.

La réalisation de la coloration de Gram (annexe 1) nous a permis d’apprécier la flore
bactérienne et la coloration au MGG a permis d’apprécier la formule leucocytaire.

v' Culture

Ensemencement :

La coloration de Gram a permis le choix du milieu de culture : Eosine Méthyléne Blue.
Identification :

L’identification s’est reposée sur les caracteres morphologiques, culturaux, biochimiques et

conventionnels standards.
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1.7.  ldentification bacterienne et antibiogramme sur VITEK® 2 Compact

> Principe

L’identification biochimique, des souches de bacilles Gram négatifs non fermentaires a été
réalisée sur le VITEK® 2 Compact ou par la galerie API 20NE.

- VT

VITEXR Z COMPACT

Figure 19: Automate VITEK® 2 Compact.

Le systétme VITEK®2 COMPACT est destiné a I’identification des bactéries et levures, ainsi
qu’a la réalisation d’antibiogrammes pour les bactéries significatives au plan clinique. Le
systéme comprend I’instrument VITEK®2 COMPACT, un ordinateur et une imprimante. Le
logiciel fourni pour le systeme VITEK®2 COMPACT inclut des programmes d’analyse, de
gestion des données et un systeme de qualité afin de valider le kit test du VITEK®2
COMPACT.

- Mode Opératoire

¢ Prendre le flacon eau saline Vitek 2, introduire la dispensent ;

¢ Prendre des tubes secs pour Vitek 2, y introduire dans les puits de la cassette ;

e La cassette peut prendre jusqu’a 10 tubes soit 2x5 (identification+ antibiogramme) ;

e Mettre dans chaque tube, 3ml de la solution saline du Vitek 2 a I’aide de la dispensette
préalablement réglée a 3 ml.

NB : Pour un germe, deux tubes secs ont été utilisés, I’un pour I’identification et 1’autre pour
I’antibiogramme.

e Sur une feuille vierge, porter la date et le numéro de I’échantillon ainsi que le nom

approximatif du germe a identifier ;
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e A partir de la culture pure sur gélose (culture jeune 24 h), a I’aide d’une oese, prélever
quelques colonies et les introduire dans le tube sec contenant la solution saline ;

e Homogéneiser la suspension et bien passer au vortex ;

e A I’aide du densitométre, mesurer la concentration bactérienne a 0,5 McFarland ;

e Poser le tube contenant la suspension bactérienne en premiere position et faire suivre celui
prévu pour I’antibiogramme ;

e Préparer la solution pour antibiogramme :

- Pour les bactéries & Gram négatif, utiliser la micropipette calibrée a 145l (rouge) ;
- A partir de la suspension bactérienne, nous avons pipeté et dilué dans 3ml d’eau saline
contenu dans le tube voisin. On aurait ainsi préparé la suspension pour I’antibiogramme.

e Placer la carte d’identification GN et la carte pour I’antibiogramme AST- N sur la cassette.
NB : différentes cartes utilisables :

ID GN : réf 21341 ; ATB : non entérobactéries : AST- 222, réf 413083 ;

» Au niveau de I’ordinateur de I’automate, a 1’apparition de la page principale ;

- Cliquer sur Vitek 2

— Cliquer sur gérer la casette virtuelle
— Créer une cassette virtuelle - Identification de la cassette 1, 2...
- Lecture du code a barre de chaque carte a partir de la douchette
- Saisir les données de I’isolant ;

- Entrer les informations de I’isolat (numéro attribué¢ au laboratoire, nom du germe si déja
identifié par d’autres techniques)

> Puis enregistrer les données de la casette virtuelle

» Au niveau de I’automate Vitek 2 Compact,

» Ouvrir le capot de remplissage et insérer la casette a I’intérieur de la chambre

» Fermer le capot de remplissage

» Appuyer sur la touche Lancer remplissage, un bip indique que le cycle de remplissage est
terminé ;
Retirer la casette du capot de remplissage et 1’introduire dans la chambre de lecture ou
s’effectue le scellage. Le processus de chargement/déchargement permet la lecture du code a
barre des cartes et le code a barre de la casette ;

» Lorsque le message retiré s’affiche dans la chambre de lecture, cela indique que le Vitek 2
a terminé le traitement des cartes contenues sur la cassette. On peut la retirer en ouvrant le
capot chargement puis le refermer ;

» On attend le jour suivant ou les résultats seront imprimés.

Thése Pharmacie 2021-2022 Alassane Mahamane Touré 51



Etude de la résistance aux antibiotiques des bacilles a gram négatifs non fermentaires dans un laboratoire privé
d’analyses biomédicales a Bamako

+ Résultats

Le Vitek 2 Compact est un appareil qui permet d’identifier les germes et de réaliser
I’antibiogramme puis d’interpréter les phénotypes de résistances acquise et naturelle puis la
sensibilité naturelle du germe.

+ Gestion des déchets

- Retrait des cartes éjectées

- Retrait du réceptacle collecteur de déchet

1.8.  Identification bactériennes sur AP1 20 NE :

Le but de ce mode opératoire est de définir les régles, les moyens et les responsabilités
nécessaires a I’identification des germes bactériens isolés en Microbiologie sur I’Api 20NE.

> Principe

La galerie APl 20 NE se compose de 20 micro-tubes contenant milieux et substrats sous
forme déshydratée. Il permet 1’identification des bacilles gram (-) non entérobactéries par la
réalisation rapide et facile de tests biochimiques miniaturisés. Il y a une partie pour
I’auxanogramme et une autre pour le zymogramme (les bactéries cultivent seulement si elles
sont capables d’utiliser le substrat correspondant). Les réactions produites durant la période
d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition de

réactifs.

o C oweewened

|

-
A
[
NLYTE wem B vean Wk
- o
-

T ™
il alst so fooc o s "

Figure 20 : Image d’identification d’une souche d’Acinetobacter spp avec la galerie API
N20NE.

Mode Opératoire (annexe 3)

» Préparation de la galerie :

- Répartir de 1’eau dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

- Inscrire les références de la souche bactérienne sur la languette latérale de la boite (+ date et
initiales de I’opérateur).

- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

» Préparation de I‘inoculum :

Faire une suspension bactérienne, dans une ampoule de NaCl 0,85% Medium ou dans un tube

d’eau distillée stérile, de turbidité égale a celle de I’étalon 0,5 Mcfarland.
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> Inoculation de la galerie :

- Remplir uniquement les tubes des tests (et non les cupules) NO3 a PNPG avec la suspension
bactérienne.

- Eviter la formation de bulles.

- Créer une anaérobiose dans les tests GLU, ADH, URE en remplissant leur cupule d’huile de
paraffine.

- Transférer 200 pul (4 a 8 gouttes) de la suspension précédente, dans une ampoule AUX
Medium.

- Homogénéise

- Remplir les micro-cupules des tests GLU a PAC.

Un niveau horizontal ou légérement convexe, mais jamais concave.

- Refermer la boite d’incubation et la placer dans I’étuve a 37° C pendant 24 heures.

Notre étude au respect strict de la confidentialité des données et I’anonymat des patients. Les
souches de bactéries multi résistantes sont conservées dans des congélateurs dont 1’acces est

limité. Les bonnes pratiques de laboratoire ont été respectées au cours de cette étude.

> Lecture de la galerie

» Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en référant au tableau de lecture.

> Noter sur la fiche de résultat toutes les réactions spontanées (GLU, ADH, UREE, ESC,
GEL, ONPG)

» La révélation de deux tests d’assimilation a I’abri d’une contamination par 1’air ; pour
cela ; placer le couvercle de la boite d’incubation au-dessus de ces tests ; pendant la période
de révélation de tests NO3 et TRP.

» Test NO3 :

- Ajouter une goutte de réactifs NIT1 et NIT2 dans la cupule NO3.

- Apres 5 min une couleur rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche de
résultat

- Une réaction négative peut étre due a la production d’azote (¢éventuellement signalée par la
présence de microbulles) dans la cupule NO3

e Apres 5min ; une cupule restée incolore indique une réaction positive a noter sur la fiche
de résultat

e Si la cupule devient rose-rouge ; la réaction est négative car les nitrates encore présents
dans le tube ont alors été réduit en nitrites par le zinc.

e La réaction utilisée pour I’identification de la bactérie est la réduction de nitrates, elle est

positive si I’une ou I’autre de deux réactions précédentes (production de N2) est positive.
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e La production de N2 peut cependant étre utilisée seule comme test complémentaire dans le
catalogue analytique.

o Test TRP:

- Ajouter une goutte de réactif JAMES, une couleur rose diffusant dans toute la cupule
indique une réaction positive

> Interpretation :

L’identification est obtenue a partir du profil numérique

» Détermination du profil numérique :

Sur la fiche de résultat, les tests sont separés par groupe de trois et une valeur 1;2 ou 4 est
indiquée pour I’intérieur de chaque groupe la valeur correspondant a des réactions positives.
On obtient 7 chiffres, la réaction de 1’oxydase qui constitue le 21éme test est effectuée de la
valeur 4 lorsqu’elle est positive

> ldentification :

Elle est réalisée a partir de la base de données (V7)

A T’aide du catalogue analytique, rechercher le profil numérique dans la liste des profils.
(Annexe 3)

4.9. Saisie et analyse des données :

Les données ont été saisies sur Excel (version 2016) et analysées a 1’aide du logiciel IBM

SPSS Statistics version 19.

4.10. Considération éthique

Cette étude s’inscrit dans le cadre d’un travail de routine. Avec I’autorisation du responsable
du laboratoire Biotech de FORUM médical de Bamako, nous avons veillé tout au long de
notre étude au respect strict de la confidentialité de données et I’anonymat des patients. Les
souches de bactéries multi résistantes sont conservees dans des congélateurs dont 1’acces est

limité. Les bonnes pratiques de laboratoire ont été respectées au cours de cette étude.
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RESULTATS
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5. Reésultats

Au cours de la période d’étude un ensemble de 462 bactéries ont été isolées. Parmi lesquelles
les bacilles Gram négatifs non fermentaires ont représenté 10% (n=46) de souches.
Pseudomonas spp 20 (43,5%), Acinetobacter baumanii 15 (32,6%), Chryseomonas lutéola 10
(21,7%) et Burkholderia cepacia 1(2,2%).

5.1. Résultats Socio-démographiques
Tableau VI: Répartition des patients étudiés selon le sexe

Sexe Effectif Pourcentage (%)
Masculin 25 54,3
Féminin 21 45,7
Total 46 100

Les hommes étaient les plus représentés parmi la population des personnes infectées avec
54,3%, avec un sexe ratio de 1,18 (H/F=1,18).

5.2. Répartition des patients selon la tranche d’age :
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Figure 21 : Répartition des patients étudiés selon les tranches d’age
L’age moyen de nos échantillons était de 40 ans durant notre étude.

Les tranches d’ages les plus représentées ont été 31-45 et 16-30
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5.2. Résultats Bactériologiques.

5.3. Fréquence selon la nature de préléevement

B7%

8,70%

COPROCULTURE CRACHAT ECBU LIGUIDE D'ASCITE

Figure 22: Reépartition selon les types de prélevement

La plupart de nos souches ont été isolées des urines (87%).

[
>

Types de prélévements

Tableau V11 : Fréguence d’isolement des espéces de Bacille & Gram négatif non fermentaire.

Espéces Effectif Pourcentage %
Pseudomonas spp 20 43.5
Acinetobacter baumanii 15 32.6
Chryseomonas lutéola 10 21.7
Burkholderia cepacia 1 2.2
Total 46 100

Pseudomonas spp a été 1’espéce bactérienne la plus isolée avec 43,5% suivi d’Acinetobacter

baumanii 32,6% et de Chryseomonas lutéola 21,7%.
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Tableau VI1I: Résistance aux B-lactamines des souches fréquemment isolées.

Molécules | Pseudomonas | A baumanii C. lutéola
%’ d’ATBs | spp N=15 N=10
| testées N=20

R (%) R (%) R (%)

. | TIC 5 (25) 11 (73) 5(50)
[<5]
c
g TZP 3 (15) 11 (73,3) 2 (20)
ks
< | CAZ 3 (15) 3 (15) 2 (20)

IMP 5 (25) 2(13,33) 3(30)

AMC = Amoxicilline / Acide clavulanique ; TIC= Ticarcilline; TZP= Piperacilline /
Tazobactam ; IMI= Imipenéme ; CEF= Cefalotine ; CAZ= Ceftazidime ; CRO= Ceftriaxone.

N : nombre de souche

Les souches de Pseudomonas spp ont présenté un niveau de résistance faible aux pénicillines
notamment a la Ticarcilline et imipénéme avec des résistances de 25%. Une nette
amélioration de 1’activité des pénicillines a été observée avec 1’association (Pipéracilline +

tazobactam) et ceftazidime, qui ont tous deux enregistrés 15% de résistance.

Les souches de Chryseomonas lutéola ont présenté un niveau de résistance élevé aux
pénicillines notamment a la Ticarcilline avec une résistance de 50%. Une nette amélioration
de I’activité des pénicillines a été observée avec (Pipéracilline + tazobactam) et ceftazidime
qui ont enregistré 20% de résistance. Cependant Nos souches d’Acinetobacter baumanii ont

été les plus resistantes a la ticarcilline et a I’association piperacilline/tazobactam.
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Tableau IX: Résistance aux aminosides des souches BGNnF fréquemment isolées

Germes
o Molécules | Pseudomonas A. baumanii C. Lutéola
E |d’ATBs spp N=15 N=10
(4]
L Itestées N=20
R (%) R (%) R (%)
¢ | AKN 1(5) 3(20)
=
wn
2 [GEN 4 (20) 6 (40) 6 (60)
e
<
TOB 1(5) 5 (33,33) 2 (20)

AKN= Amikacine ; GEN= Gentamicine ; TOB= Tobramicyne
N : nombre de souche de la bactérie

La gentamicine a été moins active sur nos souches d’Acinetobacter baumanii (40%) et des

Chryseomonas lutéola (60%).

Tableau X: Résistance aux fluoroquinolones des souches de BGNnF fréquemment isolées.

Molécules | Pseudomonas A. baumanii | C. Lutéola
= | ’ATBs spp N=15 N=10
=
F | testées N=20
. R (%) R (%) R (%)
(B}

é CIP 7 (35) 10 (66,66) 7 (70)
c
Cg; OFLO 7 (35) 1 (6,66) 5 (50)
S
=)
[

CIP= Ciprofloxacine ; OFL= Ofloxacine

N : nombre de souche

Les fluoroquinolones testés n’ont pas été actifs sur nos souches, a 1’exception des souches

d’A.baumanii qui avaient un taux de résistance de 6,66 % vis-a-vis de I’ofloxacine.
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Tableau XI : Prévalence des bactéries multi-résistantes des BGNnF

. Nombre de bactéries BMR
Espece o

isolées Effectif %
Pseudomonas spp 20 5 25
A.baumanii 15 4 26,66
C. lutéola 10 5 50
B. cepacia 1 1 100
Total 46 15 32

Une souche sur deux de C lutéola ont été multi-résistantes, suivi de d’A.baumanii et de

Pseudomonas spp respectivement 26,66% et 25%, soit dans 1’ensemble 32% de nos souches

ont été des bactéries multi-résistantes.

Tableau XI1: Phénotypes de résistance des BGNNF isolées aux S-lactamines.

Phénotype de résistance

Especes étudiées

aux différentes familles Pseudomona | A.baumanii | C.lutéola
d’antibiotiques testées s spp
N=20 (%) N =15 (%) N =10 (%)
Sauvage 3 (15) 1(6,6) 2(20)
Céphalosporinase 5(25) 1(6,66) 0
hyperproduite
BLSE 4(20) 10(66,66) 4(40)
3
=
% Sensible 0 1(6,66) 0
8
g Pénicillinases 3(15) 1(6,66) 0
- TEM
Oxacillinase 4(20) 0 1(10)
spectre etroit
Carbapénemase 1(5) 2(13,3) 3(30)

Chez Pseudomonas spp le phénotype céphalosporinase hyperproduite a été le plus representé
pour les bétalactamines; Cependant pour A.baumanii le phénotype BLSE a éte le plus

représenté pour les bétalactamines et le phénotype sauvage pour les aminosides.
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Tableau XI11: Phénotypes de resistance des BGNNF isolées aux Aminosides et

Fluoroquinolones.

Phénotype de résistance Espéces étudiées
aux différentes familles Pseudomona | A. baumanii C.lutéola
d’antibiotiques testées sspp
N=20 (%) N =15 (%) N =10 (%)
" Sauvage 10 (50) 8 (53,3) 4(40)
= G 4(20) 1(6,66) 4(40)
é KT 3(15) 2(13,33) 1(10)
< KTG 1(5) 5(33, 33) 3(30)
c Sauvage 9 (45%) 1(6,6%) 2(20%)
2
S oun
5 5]
S & ] 2(10%) 5(33,3%) 0
L ©°
v 5(25%) 1(66,6%) 4(50 %)
Efflux 3(15%) 8(53,33%) 2(20%)

Le phénotype sauvage a été le plus exprimé chez les aminosides avec 53,3% pour A.baumanii,

50% pour Pseudomonas spp et 40% pour C. lutéola ; suivi du phénotype G pour 1.

Pour les fluorogquinolones le phénotype 1V a été le plus représenté avec 66,6% chez A.

baumannii suivi du phénotype efflux avec 53,33% pour la méme espéece d’A. baumannii par

contre nous avons observé 50% de phénotype 1V pour les souches de C.lutéola dans notre

étude.
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6. Discussion :

Le laboratoire ou a eu lieu notre étude est une structure privée. Cette étude a permis d’étudier
I’activité antibactérienne des antibiotiques sur les souches bactériennes isolées pendant la
période d’étude. Elle nous a permis de déterminer la fréquence d’isolement des souches
étudiées. Globalement le profil bactériologique des souches isolées est marqué par une légere
prédominance de Pseudomonas spp (43 ,5%) suivi d’Acinetobacter baumanii (32,6%), et de
Chryseomonas lutéola (21,7%). L’identification de nos souches a été faite sur la base des
caracteres morphologiques, biochimiques et culturaux. L’interprétation des résultats de
I’antibiogramme a ¢été faite conformément aux recommandations du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie. En effet la coloration de Gram

nous orientait sur la morphologie de germes isolés.

6.1. Méthodologie

Nous avons conduit cette étude de nature transversale prospective qui nous a permis de
rapporter 10% de bacilles gram négatif non fermentaires. Notre étude avait pour objectif
d’évaluer le profil de résistance aux antibiotiques des souches isolées au laboratoire Biotech.
Bien que I’acheminement des produits pathologiques vers le laboratoire se soit déroulé sans
difficulté majeure, 1’étude a été confrontée a quelques limites a savoir:

- Le lieu de I’étude est un laboratoire de diagnostic et non de recherche qui pourrait expliquer la
baisse de notre taille de I’échantillonnage.

- Le nombre limité de disques des antibiotiques

- Insuffisance du systéme de collecte des informations auprés des patients recus au laboratoire

biotech : service de consultation, ethnie etc...

6.2 Caractéristiques de la population de notre étude:
Plus de la moitié de nos souches bactériennes étudiées ont été isolées chez les patients de sexe
masculin avec 54,7% de I’ensemble de la population étudiée (Tableau IT). A I’INSP en 2019
Dembélé a rapporté un taux d’isolement de 55% chez le sexe masculin similaire au notre
Cette prédominance masculine peut s’expliquer par le fait que I’infection due a ces deux
espéces bactériennes est associée a certains facteurs de risques : le tabagisme, 1’alcool ; mais
elle ne fait pas la regle car certaines études ont montré une prédominance féminine (43). Et
une moyenne d’age de 40 ans. Cependant nous avons remarqué que plus de 30% de bactéries

isolées ont été retrouvées chez les personnes de la tranche d’age de 31-45 ans (Figure 6).
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6.3. Fréquence d’isolement des souches de BGNnF durant la période d’étude :

Au cours de notre étude la fréquence d’isolement de Pseudomonas spp était de 43,5% suivi
de celle de A.baumanii qui était de 32,6% , Ces résultats sont inférieurs & ceux rapportés par
Dembélé, en 2019, qui a rapporté au cours de son étude des fréquences d’isolement de 75%
pour P aeruginosa et 45,7% pour A baumanii(7).

Par contre Asma en 2003 en Algérie a rapporté plus de souches de A.baumanii (55,5%) que
de Pseudomonas aeruginosa (44,44%) (44).

Le méme constat a été rapporté par Pragasam et al en inde en 2016 qui a rapporté une
fréquence de 56,5% de Acinetobacter baumanii et 43,5% pour Pseudomonas aeruginosa(45).
6.4. Résistance aux antibiotiques des germes isolés au cours de notre période d’étude :

Résistance aux Bétalactamines:

L’étude de la résistance aux antibiotiques de nos souches a mis en évidence des résistances
pour chaque groupe la famille des bétalactamines.

Les souches de Pseudomonas spp isolées au cours de notre étude exprimaient des taux de
résistance moins élevés aux carboxypénicillines (ticarcilline 25%, ticarcilline et tazobactam
15%). Nos résultats de Pseudomonas spp sont inférieurs a ceux obtenus par Kamga et al au
Cameroon en 2015 qui ont rapporté 35,5% de résistance a la ticarcilline 23,5% pour la
piperacilline et le tazobactam(46). Cependant notre étude a rapporté un taux élevé de
résistance d’Acinetobacter baumannii aux antibiotiques. Elle fait état de 73 % de résistance a
la ticarcilline et 73,3 % de résistance pour la Pipéracilline et le tazobactam ; des taux de
résistance supérieurs a ceux d’Ebongue et al en 2014(47) qui ont rapporté des taux de
résistance de 67,29% a la Ticarcilline et 56,97 % a la pipéracilline /tazobactam. Ce
pourcentage élevé de résistance des souches de A.baumanii a ces antibiotiques n’est pas un
fait nouveau car de nombreuses données de la littérature évoquent ce phénoméne, qui pourrait
s’expliquer par I’utilisation de ces molécules dans des nombreux traitements probabilistes
mais aussi de la pression de sélection médicamenteuse. Au cours de notre période d’étude la
résistance aux céphalosporines de 3ieme génération était moins élevée, nos taux sont
inférieurs a ceux de Dembélé qui a rapporté une resistance de 23,2% dans une étude réalisée
en 2019 a L’INSP(7). Parmi les molécules testées de la famille des bétalactamines,
I’imipénéme avait une tres bonne activité sur nos souches soit 25% de résistance pour
Pseudomonas spp et 13,33% de résistance pour A. baumanii ; nos résultats sont lIégerement
supérieurs a ceux rapportés par I’European Antimicrobial Résistance Surveillance Network
(EARS-Net) qui a retrouvé un taux de résistance de 9,6 % aux carbapénemes en 2017
(Imipéneme et Méropéneme) en Europe(48). Par contre 1’étude de Dembélé en 2019 a montré

une résistance a I’imipenéme de 10,7 % pour Pseudomonas aeruginosa et un taux de
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résistance de 31,6% pour A. baumanii aux carbapénémes (Imipéneme et Méropénéme). Cela
pourrait avoir son explication dans le fait que ses molécules sont peu prescrites et restent
toujours cher sur le marché.

Résistance aux aminosides des souches isolées

Les aminosides ont été les molécules qui ont eu moins de résistance apres les carbapénémes
sur nos souches isolées au cours de notre étude a 1’exception de la gentamicine.

Par ailleurs nous notons une résistance élevée a la gentamicine de nos souches : soit 60%
pour C. lutéola suivi de 40% pour A.baumanii et 20% pour Pseudomonas spp. Cependant nos
données sont inférieures a celles rapportées par Al Dawodeyah et al en 2018 en Jordanie(49)
qui ont obtenu 50,8% et 62,3% de résistance aux aminosides respectivement a I’ Amikacine et
a la Gentamicine. Cependant 1’activité de I’amikacine reste trés efficace sur nos souches avec
un taux de résistance moins elevé de 5% pour Pseudomonas spp et 20% pour A.baumanii.
Nos résultats concernant les aminosides sont inférieurs a ceux rapportés par Dembélé lors de
son étude portant sur la résistance aux antibiotiques des souches de Pseudomonas aeruginosa
et de A. baumannii isolées en routine a I’INSP de Bamako en 2019 qui a observé 19,6% de
résistance a I’amikacine et 26,8% de résistance a la gentamicine (7).

Résistance aux fluoroquinolones

Les fluoroquinolones étant considérés comme un moyen de traitement trés efficaces dans les
infections bactériennes ; nos résultats nous montrent que les deux molécules testées de cette
famille plus d’une souche sur deux étaient résistantes a ces molécules pour la plupart de nos
souches ; a I’exception des souches de A. baumanii qui avaient une fréquence de résistance de
6,66% pour I’ofloxacine.

Nos données de résistance concernant la ciprofloxacine étaient de 35%.Nos résultats sont
inférieurs a ceux rapportés par les centres hospitaliers étrangers tels que celles de la Tunisie
(53%)(), et de France (68%) ont fait le méme constat que nous(44, 45 46) .

Asma a obtenu en 2013 un taux de résistance a la ciprofloxacine de 97,14% pour
P.aeruginosa et 80% pour A.baumanii (44) par contre nous avons obtenus de fréquences
inférieures de resistance 35% pour Pseudomonas spp et 66,66% de resistance pour
A.baumanii . L’utilisation en antibiothérapie probabiliste des fluoroquinolones en particulier
la ciprofloxacine et 1’ofloxacine pour traiter les infections bactériennes pourrait expliquer les

taux de résistance élevés a cette famille d’antibiotique.

6.5. Fréquence d’isolement des bactéries multi-résistantes (BMR) :
Sur I’ensemble de nos souches nous avons obtenu 32% de souches bactériennes multi-

résistantes.
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Pour les trois principales especes isolées nous avons eu une souche sur deux pour C.lutéola,
26,66% pour A.baumanii, et 25% pour Pseudomonas spp.

Cependant nos résultats concernant Pseudomonas spp sont supérieurs a celles rapportées par
Cholley en 2010 qui a rapporté un taux de BMR de 5,8% de souches de multi résistance au
cours de son étude(52).

Dans notre étude 26,66% des souches d’Acinetobacter baumannii ont été multi-résistantes.
Cette multi résistance a été retrouvée également prouvée dans I’étude de Soukaina qui a
rapporté un taux supérieur a la nétre de 50% de BMR des isolats d’Acinetobacter baumannii
a I’hopital militaire Moulay Ismail au Maroc en 2017.

Phénotypes de résistance des souches bactériennes isolée

L’étude des phénotypes de résistance de nos souches isolées montre que les phénotypes
sauvages pour les bétalactamines étaient de 15% pour Pseudomonas spp 6,6% pour
A.baumanii et 50% pour C. lutéola.

Cependant nous avons observés au cours de notre étude une fréquence de phénotypes de
céphalosporinase hyperproduite de 1’ordre de 25% pour Pseudomonas spp, et 50% pour C.
luteola.

Notre fréquence de phénotype céphalosporinase hyperproduite pour ’espéce Pseudomonas
spp est inférieure a celle rapportée par Asma en 2013 a Alger dans une étude portant sur la
résistance aux antibiotiques des bacilles Gram négatifs non fermentaires au C.H.U de
Tlemcen(44) qui est de 50%. Par contre notre pourcentage de souches productrices de
céphalosporinase hyperproduite (25 %) est plus élevé que celui de Traoré qui avait apporté
10% au cours de son étude en 2019 au CHU du Point G (53).

Selon Livermore et Woodford, le nombre de souches d’Acinetobacter qui Synthétisent les -
lactamases de type BLSE est faible. En effet, nos résultats vont dans le sens opposé avec 10
souches sur 15 soit 66,66% de souches productrice de BLSE(18). Cependant cette bactérie
posséde une capacité remarquable a accumuler des mécanismes de résistance.

Pour le phénotype sauvage notre fréquence (15%) pour Pseudomonas spp est inférieure a
celle rapportee par Dembélé en 2019(7) qui est de 44,6%.

Pour les aminosides, la fréquence des souches de phénotype sauvage était de 50% pour
Pseudomonas spp, 53,3% pour A.baumanii et 40% pour C.Lutéola.

Pour les fluoroquinolones les fréquences des souches de phénotype sauvage ont été
respectivement : 45% pour Pseudomonas spp, 6,6% pour A. baumanii et 20% pour
C.Lutéola.

Parmi nos souches isolées nous avons observé 25% de souches productrices de pénicillinase

TEM pour Pseudomonas spp.
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Les fréquences de nos souches productrices de carbapénémase ont été: 5% pour
Pseudomonas spp, 13,33% pour A. baumanii et 30% pour C. lutéola.

Cependant Traoré a rapporté en 2019 au C.H.U de point G au Mali une fréquence de souches
productrices de carbapéneme de 0,4% pour Pseudomonas spp ; Cette proportion est trés bas
par rapport a celle obtenue durant notre étude pour cette souche(53).

Pour les phénotypes concernant les aminosides nous avons retrouvés le phénotype KGT avec
des fréquences qui étaient de 5% pour les souches de Pseudomonas spp, 33,33% pour
A.baumanii et 30% pour C.Lutéola; pour le phénotype KT nous avons obtenu 15% pour
Pseudomonas spp, 13,33% pour A.baumanii et 10% pour C.Lutéola. Par contre nous avons
observé des fréquences pour le phénotype G de 20%, 6,66% et 40% respectivement pour
Pseudomonas spp, A.baumanii et pour C.Lutéola.

Concernant les phénotypes pour les fluoroquinolones nous avons retrouvé parmi nos souches
isolées de Pseudomonas spp, 10% de I, 25% de IV et 15% d’efflux et pour /’A.baumanii,
nous avons retrouve 33,3% de 11, 66,6% de 1V, et 53,33% d’efflux.
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CONCLUSION
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7. Conclusion :

De cette étude il ressort que Pseudomonas spp et A baumanii étaient les souches de bacilles a
Gram négatifs non fermentaires les plus isolées au laboratoire biotech. Nous avons observé
des taux élevés (73%) de résistance des souches de A baumanii isolées vis-a-vis de la
ticarcilline et de 1’association piperacilline et tazobactam. Les phénotypes céphalosporinase
hyperproduite pour Pseudomonas spp et BLSE pour A. baumanii  ont été les plus retrouvés

chez les souches bactériennes isolées de notre population d’études concernant les

bétalactamines.
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RECOMMANDATIONS
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8. Recommandations :

Au terme de cette étude, nous formulons les recommandations suivantes :

Aux autorités sanitaires :

e Intégrer les laboratoires privés dans le programme de surveillance de la résistance aux
antimicrobiens

e Renforcer la surveillance de la résistance aux antimicrobiens ;

e Réglementer ’utilisation des antibiotiques en vue de circonscrire le phénomeéne de
résistance aux antibiotiques sensibles.

Au prescripteur :

e Baser la prescription des antibiotiques sur le résultat de I’antibiogramme

e Prescrire de fagon rationnelle les antibiotiques pour la diminution de 1’émergence de
nouvelles souches résistantes a plusieurs antibiotiques ;
Au laboratoire Biotech :

e Améliorer le systéme de collecte des informations auprés des patients recus au laboratoire
biotech.

e Augmenter le nombre de disques des antibiotiques testés.
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10. ANNEXES
Principe
La coloration de Gram est une technique qui permet de classer les bactéries selon la structure
de leur paroi en bactéries a Gram positif et 8 Gram négatif. En effet lorsque les bactéries sont
mises au contact du violet de gentiane et ensuite soumises a l'action du lugol, il se forme un
complexe colorant qui colore en violet tout le cytoplasme des bactéries.
Cependant lorsque ces bactéries colorées sont lavées a I'alcool, seule la paroi des bactéries a
Gram négatif, du fait de sa structure particuliére (glucido-lipido-protéique) se laisse traversée
par l'alcool et entraine ainsi la décoloration de celles-ci qui seront ultérieurement colorées par
la safranine en rouge.

- Technique
La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes qui se succéde et consiste a :
- Fixer le frottis ;
- Recouvrir le frottis de la solution de cristal violet, laissé agir une minute (violet de gentiane)
- Rejeter le colorant puis laver a I’eau ;
-Recouvrir la préparation de lugol, laisser agir une minute ;
- Rejeter le colorant puis laver a I’eau ;
- Décolorer a 1’alcool-acétone ;
- Rincer a I’eau de robinet et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée, laisser agir
30secondes ;
-Rejeter la Fuchsine, laver a I’eau, égoutter, sécher entre deux feuilles de papier buvard
propres ;
- Lire le frottis coloré au microscope a 1’objectif x100 a I’huile d’immersion.

- Résultat a la coloration de Gram :
- Bactéries Gram négatif : coloration rose

- Bactéries Gram positif : coloration violette.
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FICHE D’ENQUETE :
Profil de résistance aux antibiotiques des bacilles gram négatif non fermentaires isolés au
laboratoire Biotech de Bamako sur une période de 12 mois.
Numeérodelafiche:/ /[ [ | | |

Données sociodemographiques :
Age :/ /ans Sexe:/ /1=Masculin2=Féminin
Nationalité : / /1=Malienne 2=Guinéenne 3=Ilvoirienne 4=Burkinabé 5=Autres

Profession : / / 1=Cadres 2=Retraité 3=Eléve/Etudiant 4=Ouvrier 5=Cultivateur

6=Ménagere 7=Eleveur 8=Commercant/VVendeur 9= Chauffeur 10= Autres

Résidence : / /1=Commune | 2=Commune Il 3=Commune Il 4=Commune IV
5=Commune V  6=Commune VI 7=Hors Bamako 8=Autre a préciser :
Statut matrimonial : / [ 1=Célibataire 2=Marié 3=Divorcé

4=Veuf (ve) 5=Non précisé.

Nature du prélévement :

A= Vaginale
B= Plaies C= Urines
D= Selles E= Sang F= LCR G= Autres

Bilan d’extension :

v' Examens demandés :

a- ECBU/__/b-Pus/__/c-Hémoculture/ _/ d-Liquide d’ascite / _/ e-Expectorations/__/

f- PV/_/ g-LCR/__/ h-Coproculture/__/ i-autres & préciser...........ccovueruerenineananeneenanns.

v Conditions de conservation du prélévement avant analyse

Réfrigérateur / __/ T° Ambiante/ __ /

v Antibiothérapie récente ou en cour chez le patient? Oui/__/Non/__/

Sioui quel antibiotique & .....covvniii e

% Examens Bactériologique :

v' Aspects macroscopiques :

1- Trouble/ / 2-Non Trouble/ /
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v Coloration :
1-Jaune/__/2-Clair /_ /3-Purulent/__/4-Hematique/__/
5-AULre @ PréCISer & ..viuiit i

» Aspect microscopique

1- Leucocytes : a- nombreux/ / b-assez nombreux/ / c-quelques/ _/ d-rares/ [/

2-Hématies : a- nombreux/__/ b- assez nombreux/__/ c- quelques/__/ d- rares/__/

3-Cellules épithéliales : a- nombreux/__/ b- assez nombreux/__/ c- quelques/__/ d- rares/__/

4-Cristaux : a-présence/__/ b-absence/ _/Si

présence

(e 1<) L PP

5-Levures: a- présence/__/ b-absence/_/

7-Culture : a- stérile/ ___/ b- positive/___/

8-Germe :

a-présence/___/ b-absence/ __ / Si présence, le

70 L TS] ()
Antibiogramme : / /  1=Qui

e Types d’antibiogramme : A=CMI| B= la méthode des disques

C=Par E-test D= Méthodes automatisées E=Méthode de dilution
F=Autre
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Résultat de ’antibiogramme :

Pathogénies

Antibiotiques

Charge

Résistent

(R)

Sensible

()

Intermédiaire

(1

Acide Nalidixique

S Hg

Gentamicine

10 ug

Ofloxacine

Cotrimoxazole

Cefalotine

Ciprofloxacine

Ceftriaxone

Amoxicilline+Acide

clavulanique

Ampicilline

Ticarcilline

Ceftazidime

Amikacine

Imipeneme

Phénotype de résistance retrouvé :
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Prénom : Alassane Mahamane
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Adresse : E-mail : tourealhassane721@gmail.com

Année universitaire : 2020-2021

Pays : Mali

Titre de thése : Etude de la résistance aux antibiotiques des bacilles a gram négatifs non
fermentaires dans un laboratoire privé d’analyses biomédicales a Bamako

Lieu de dépdt : Bibliothéque de la faculté de pharmacie (FAPH)

Secteur d’intérét : Bactériologie, Santé publique

Introduction : La résistance aux antibiotiques est un probléme majeur de santé publique, qui
nécessite une attention particuliére, en particulier chez les bacilles a Gram négatif non
fermentantaires. Ce travail est une étude prospective portant sur les patients venus avec une
demande d’examens bactériologiques au laboratoire Biotech a fin d’évaluer le profil de
résistance.

Objectif : Evaluer la résistance aux antibiotiques des souches des bacilles a Gram négatif non
fermentaires isolées de mars 2020 mars en 2021 au laboratoire Biotech de Bamako.
Meéthodologie : Toutes les souches bactériennes de bacilles a Gram négatifs non fermentaires
isolees des prelévements de patients ont eté collectées. Pour 1’é¢tude bactériologique et
d’antibiogramme nous avons utilis¢ les méthodes conventionnelles respectant les
recommandations du CASFM 2020. L’analyse des résultats a été effectuée par SPSS version
19.0.

Résultats : Pseudomonas spp était 1’espece la plus freqguemment isolée avec 43,5%, suivie
d’A. baumanii avec 32,6%. B. cepacia était ’espéce la moins fréquente avec 2,2%.
L’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques a revélé une resistance tres élevee a la
ticarcillines, a I’association piperacilline/tazobactam et aux fluoroquinolones. Les phénotypes
céphalosporinase hyperproduite pour les bétalactamines et le phénotype sauvage pour les
aminosides étaient les phénotypes les plus fréquents.

Conclusion : Pseudomonas spp et A. baumanii sont les bactéries a Gram negatrif non
fermentaires les plus fréquemment isolées chez les patients venus au laboratoire BIOTECH ;
Ces souches étaient particulierement résistantes a la ticarcilline, & 1’association
piperacilline/tazobactam et aux fluoroquinolones.

Mots clés : BGNnF ; Résistance, Biotech, Mali.
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