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Résumé 

Les bacilles à Gram négatif non fermentants sont des pathogènes opportunistes 

responsables essentiellement d'infections nosocomiales. Le traitement de ces infections est 

souvent difficile, de par leur résistance naturelle et acquise à de nombreux antibiotiques. Un 

total de 44 souches de bacilles à Gram négatif non fermentants (27 Acinetobacter baumannii 

et 17 Pseudomonas aeruginosa) ont été isolés à partir du service de réanimation au niveau 

du CHU de Tlemcen. L'étude de la résistance in vitro de ces germes aux antibiotiques a révélé 

que les souches d'Acinetobacter baumannii présentent des taux élevés de résistance vis-à-vis 

de la plupart des molécules testées: ceftazidime et ceftriaxone (100%), imipenème (92.59%), 

amikacine (85.18%), gentamycine (70.73%), tobramycine (18.51%), ciprofloxacine (92.59%), 

alors que les taux de résistance chez Pseudomonas aeruginosa étaient les suivants: 

céfopérazone (100%), cefsulodine (1 00%),imipénème (76.47%), ceftazidime (11.76%), 

ciprofloxacine (29.41%), gentamicine (23.52%), amikacine (0%). aucune souche résistante à 

la colistine n'a été isolée. 

Mots clés: bacilles à Gram négatif non fermentants, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa, résistance, antibiotiques, colistine, réanimation. 



Abstract 

Non-fermentative Gram negative rods are opportunistic pathogens mainly responsible for 

nosocomial infections. Treatment of these infections is often difficuit, because of their natural 

and acquired resistance to many antibiotics. A total of 44 strains of Non-fermentative Gram 

negative rods (27 Acinetobacter baumannii and 17 Pseudomonas aeruginosa) were isolated 

from the intensive care unit at the university hospital of Tlemcen. The study in vitro of 

resistance of these organisms to antibiotics revealed that strains of Acinetobacter baumannii 

- have a high level resistance to molecules tested: ceftazidim and ceftriaxon (100%), imipenem 

(92.59%), amikacin (85.18%) gentamycin (70.73%), tobramycin (18.51%), ciprofloxacin 

(92.59%), The antibiotic resistance rates of Pseudomonas aeruginosa were: cefoperazon 

(100%), cefsulodin (100%),imipenem (76.47%), ceftazidim (11.76%), ciprofloxacin 

(29.41%), gentamicin (23 .52%), amikacin (0%). No colistin-resistant strain was isolated. 

Keywords: Non-fermentative Gram negative rods, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa, resistance, antibiotics, colistin, intensive care unit. 
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Introduction 

La découverte des antibiotiques constitue l'une des innovations de la médecine 

moderne et a considérablement amélioré le traitement des maladies infectieuses (Li et al., 

2006). Cependant, l'utilisation excessive et inappropriée des antibiotiques a conduit à une 

sélection de populations résistantes entraînant des problèmes majeurs de santé publique, avec 

pour conséquence une augmentation du nombre d'échecs thérapeutiques (Berche et al., 

2003). 

Les bacilles à Gram négatif non fermentants se comportent comme pathogènes opportunistes, 

responsables d'infections nosocomiales sévères. En plus de leur résistance naturelle aux 

antibiotiques, ces bactéries possèdent une aptitude remarquable à acquérir de nouveaux 

mécanismes de résistance (Enoch et al., 2007), dont certaines souches d'Acinetobacter sp. et  

de Pseudomonas sp. rencontrées en réanimation sont devenues résistantes à la quasi-totalité 

des antibiotiques actuellement disponibles. Ainsi, des molécules anciennes délaissées à cause 

de leur toxicité supposée, comme la colistine, constituent parfois la seule alternative et 

reviennent en première ligne pour le traitement d'infections à bactéries à Gram négatif 

multirésistantes. Cependant, l'usage de plus en plus important de la colistine a conduit à 

l'apparition des souches résistantes à cet antibiotique (Frasca et al., 2008). 

La résistance des bacilles à Gram négatif non fermentants à la colistine impose une 

surveillance régulière de leur sensibilité à cet antibiotique. Notre étude qui entre dans ce cadre 

a pour objectif: 

+ L'isolement et l'identification d'une collection de bacilles à Gram négatif non 

fermentants isolés à partir du service de réanimation au niveau du CHU de Tlemcen. 

+ Evaluer la résistance des bacilles à Gram négatif non fermentants aux antibiotiques et 

en particulier à la colistine. 

(1) 
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de manière irrév:rsibic. Les inhibiteurs commercialisés sont Yacide clavulanique, le 

sulbactam et le tazobactarn (Perronne, 1999). Le sulbactam et le tazobactam sont des 

- 

	

	sulfones de l'acide pénicilianique, alors que pour l'acide clavulanique, le soufre du cycle 

thiazolidine est remplacé par un oxygène (clavanie ou oxapéname) (KazuirLak, 1999). 

N 

COOH 

Pénanc 	 Céphèrne 

o 	\ 
O 

Carbapénème 	 Monobactam /f 

rr°> 
o 

.00H 

Clavarne 

Figure 3 : Structure chimique des 4aceamines (Tuikens et Spinewine, 2002) 

2.1.2 Mode d'atioi d 	-lactantines 

Les 3-Iactamines sont des agents bactéricides qui inhibent la synthèse de la paroi 

bactérienne. Elles nlerv ntnt cn la dernière étape du processus d'élaboration de l'un des 

- éléments essentie. 	la p: 	le pct glycnr (CIar)ier et al., 998) En effet, le 

peptidoglycane est un polymère réticulé fait de chaines de glycanes reliées par des peptides. 

- 	Ses précurseurs sont synthétisés dans le cytoplasme et assemblés à l'extérieur de la membrane 

cytoplasmique (Perronne et al., 1999). 

Les -lactamines sL fixent sur des protéines membranaires: les protéines de liaison aux 

pénicillines (PLP) intervenant dans la synthèse du peptidoglycane. Ces protéines sont des 

enzymes catal sani 1c3 liai.ors entre haîus peptidiques dans la paroi (Flandrois, 1997). 

8 
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Le substrat naturel de ces PLP consiste en un pentapeptide lié aux chaînes de peptidoglycane 

et portant la séquence : L-Ala-D-Olu-L-Xaa-D-Ala-D-Ala. De part leur analogie structurale 

- 	avec l'extrémité caboxy-tcrminah (D-Ala-D-Ala) (figure 4), les f3-lactamines sont capables 

de se substituer au résidu de ce pentapeptide (De WaIs, 2007;. 	tte .ixaLin entraîne une 

- ouverture du cycle 3-1aetan1e par rupture de la liaison amide et une acylation du site actif 

sérine avec formation d'un complexe péniciiloyl-enzyme covalent (figure 5) qui aboutit à 

l'inactivation du site actif de l'enzyme, provoquant une inhibition de la synthèse du 

peptidoglycane et l'arrêt de la croissance bactérienne (Cavallo et aI., 2004). 

CI-c H CH..OH 

o. - -------o. 	. 

Ni-tAc H NHA. 

F3 
--o 

s-.o. S9r-0 

H 

Figure 4. Comparaison structurelle entre le peptidoglycane et les antibiotiques 
-attmes (De WaIs, 2007). 

A: Structure générale de pepridogycan ; B : structure de la benzylpénicilline. 

L4 

9 L_. 
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Figure 5 : acylation du site actif sérine d'une protéine de liaison à la pénicilline (PLP) 

par une l-tactamines (Caiallo et al., 2004) 

Enz enzyme 

2.2 Les quinolones 

Les quinou 	es 	 :•bia 	parsynthe chiniiiu, érivent de 

l'acide nalidixiquc (Page et al.. 1999 Tout--s le:; quirtoloncs actuelles présentent une 

structure bicyclique, avec un azote en pcshion 1, un carboxylate en position 3 et un carbonyle 

en position 4 (figure 6) (Faure, 2008). 

_\• •.•\ 
I 

Figure 6:: Structure de base des quinolones (Faure, 2008) 

Les quinolones de premr 	nraiioui. dont le chef de file est lacide nalidixique, n'agissent 

que sur les bacilles à Gram négatif et ne sont utilisées que dans le traitement des infections 

__ 	 10 
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urinaires (Perronne, 1999). Actuellement de nouveaux composés de cette même famille 

d'antibiotiques ont été mis au point, dont certains additionnés d'un atome de fluor 

(norfioxacine, péfloxacine, ciprof'loxacine, ofioxacine ... ) (figure 7) possèdent une activité plus 

étendue et sont indiqués dans le traitement des infections systéniqie et tis iares à bacilles 

- 	à Gram négatif et à cocci à Gram positif (Nordmann, 2006). 

Y 	'NH 

- 	 I•_ 

- 

Figure 7 : strueture d'une fluoroquinolone (fa.ure, 2008) 

Après avoir pénétré à liiitéricur des ce1.Aes bactériennes par des protéines de perméabilité 

spécifique, ces molécules hydrophiles inhibent les topo-isomérases de type Il (gyrase) et IV 

empêchant leur action dans le déroulement harmonieux de l'ADN qui est nécessaire à sa 

réplication (Nordrnaui, 06). es fuoécu!CS interagissent rec ce complexe ADN-ADN 

gyrase en formant un complexe ternaire ADN-ADN gyrase-quinolone. Elles bloquent le 

changement conformationel de l'enzyme. Ainsi, l'ADN serait stabilise au moment de la 

coupure et ne pourrait être religaturé (Mérens, 2010). 

2.3 Les aminosides 

Les aminosides sont des molécules potycatioriiques (Faure, 2009). Ce sont des 

hétérosides naturels formes pur Ufl OU plusieurs glycosides liés à un aminoeyclitol (YaIa et 

aL, 2001) qui peut être la streptidiLle (dans a streptomycine) ou la 2-désoxystreptamine (dans 

tous les autres aminsd(n). Les sucres sont hés à J'aminocyclitol en position 4 et 6 pour 

l'ensemble des aminosides. à l'exception de la néomycine pour laquelle les sucres sont liés en 

position 4 et 5 (Faure, 2009). 

Les aminosides se fixent au site A de décodage de FARN 16S constituant de la sous-unité 

30S principalement et, accessoirement, de la sous-unité 50S des ribosomes. Cette liaison 

perturbe la synthè; protéique par un mécanisme complexe incluant l'inhibition de l'étape 

d'élongation (en errlpéc?lant le transfert du peçtidyl-ARNt depuis le site A vers le site P) 

conduisant à un arrêt de a synthèse protéique et l'introduction d'erreurs dans la lecture des 

codons de l'ARNm. ;ngendra.n la production de protéines aberrantes (Faure, 2009). 
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2.4. La colistine 

Découverte dans les années 1940. la colistine a été un des premiers antibiotiques dotés 

«une activité significative vis-à-vis des bactéries à Gram négatif (13GN) et particulièrement 

envers Pseudomonas aeruginosa (Kipnis et Guery, 2010). En raison de sa oici rénale 

- 

	

	présumée, elle a été peu à peu remplacée par d'autres antibiotiques considérés moins toxiques 

(Frasca et aL, 2008). Elle connaît un regain d'intérêt dans les années 1980-1990 avec son 

- 

	

	utilisation croissante chez les patients atteints de mucoviscidose ayant des surinfections 

respiratoires récidivantes par des BUN de résistance croissante. 

- 	La colistine faisan-, ptrue de la ciasse uespoiymyxines antibiotiques produits naLurellement 

par certaines variantes de Bacillus polyinyxa (var. colistinus). Au sein des polymyxines, 

subdivisées en déro;iiinato;is A à E. la coiistir.e a la désignation f)oIyyxine E et se distingue 

uniquement par un aeide aminé (D-pheny.alar.ine au lieu de la D-leucine) de la polymyxine B, 

- 

	

	antibiotique apparenté et seui autr I  irm)xn utilisé chez i'hcrninc (Kipnis et Guery, 

2010). 

La colistine est •.; poypeptide cationique (Turkoglu et aI., 2011), constituée d'un 

décapeptide cyclique iié à un acide gras Falagas et ai., 2005). La colistine naturelle est 

constituée de nombreux composés (jusqu'à 30 composés détectables) qui se distinguent selon 

l'acide gras et/ou certains acides amines constitutifs. Ls composés majoritaires sont les 

colistines A. et B qw se «stinguent uniqueraent par l'acide gras constitutif (figure 8) (Kipnis 

et Gucry, 2010). C'cpendL:t ies coir:posés minoritaires incluent la polymyxine E3 et E4, 

norvaline-polyrnyxLe Li. '.aline-pc'iynyxine FI, valine-polymyxine E2, isoleucine-

polymyxine El, polym'.xire F7 et isoeucine-poiymyxine F8 (Li et cd., 205). Ces molécules 

ont un poids moléculaire relativement élevé et sont chargées positivement avec comme 

conséquence une diffusion faible dans le milieu «Agar, entraînant des difficultés de 

détermination de ste;sih1iité vitrt (Cehen, 2210). 

'ï  
•1 ,,, 
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-NH2  

- - 	

/DAB D-Leu Leu 

H T 
y-NH2 	

Thr-.4---DAB 4— DAB 

4!H? ï-NH2 

Figure 8 : Structure de la colistine A et B (polymyxine El et E2) (Frasca et al., 2008) 

Polymyxine F.1 (colistine A): R. acide 6-mthyctanoïque; polymyxine 172 "c&isth 	): 

- R: acide 6-méthylheptanuTque ; DAB: acide-diarninobutyrique ; Thr : threonine; Leu: leucine. 

La colistine existe commercialement sous deux formes différentes : la co1isthe sulfate et le 

colist:réthate o:e (CMS) 	ûir.:; oxi.Je  et ;ri:i: pusn (Li ci. aL, 2e06). 

2.4.1. Mécanismed'action dt. la  co!isftne 

Le mécanisme d'action proposé de la colistine est essentiellement fondé sur la similarité 

de structure avec ia poiymvxme B (Kipnis et u!., 201). 

Les polymyxines sont es agents cationiqt,es qui se .tixnt sur la membrane anionique externe 

de la bactérie produisant un effet détergeant de l'intégrité de cette membrane (Cohen, 2010). 

2.4.1.k. Membrane des bactéries à Gaiï itégatif et site d'action de la coiistme 

La membrane xt:: ds ilks à irn uégacif(BGN) est une membrane biologique 

comportant un doubk tiit de phosphoipids hydrophobes, dans lequci sori enchâssées de 

nombreuses protéines (figure 9) et oui se distingue de la membrane exteinC des cellules 

- 	eucaryotes par la présence de lipopolysaccharides (LPS) (Cavallo et al., 2004). 
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'p 

Xj 

Figure 9: représentaton schématique de la paroi des bactéries à Gram négatif 

- 	 'Y 	2910), 

Le lipopolysaccharide (LPS) est composé de trois parties : le lipide A, situé à la' partie 

proximale du LPS et à l'intérieur de la bicouche lipidique, qui possède un caractère 

hydrophobe; l'antigène O, de nature polysaccharidique situé à la partie distale du LPS, 

possédant un caractère hydroph!e et le noyau (core ), de nature polysaccharidique, qui 

- 	représente le pont entre les deux autres paa.ies (figure 10) (Szalo et aI., 2006). 

- 	 1 L1POPOLYSACCHARIOE 

o-sotcItic hain 
- 

rore 

L •:- " 
I 	>)'.• 

outr nemrn 

- 

Figure f0: représentation schématique du LPS (Kipnis et aI., 2006). 

2.4.1.2. Mode dIaci n de la rolistine 

Contraireme:it à fautes antibiutiques nécessitant des réeariisnies de diffusion ou de 

transport pour i eJre 	nbrare ;ytopla 	l: colistine atteint sa cible en 

-- 

	

	s'interposaût O.1nS les )LS d1t( i;iqUes ;L :es Iitsons hdropliobes enie le phospholipides 

de la membrane cxl n. et articulièement k LPS (Kipnis et Guery, 2010). puis grâce aux 

.; 
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propriétés hydrophoUe de acidc gru (Kipnis et ai., 2010), déplaçant préférentiellement les 

ions Mg2  et Ca2  qui stab1isent cs molceuks du LPS, modifiant ainsi la perméabilité de la 

membrane externe. s'en suit une fuite des composés cellulaires (Canapathy et al., 2010). 

Du fait de la rupture de l'intégrité  de la membrane, les baciles a Gra: idgatif peuvent 

- 	devenir plus sensibles aux autres antibiotiques (Cohen 2010). 

3. Mécanisme de résistance des bacilles â ('am négatif ùou fermentants à la colistine 

Les résis.ar:ce- natureiks il la colistiite ne concernent que ies bactéries a Gram positif et 

quelques bacille-- '" i e' 'tf- 2M08). Des narticularites du mécanisme 

d'action de la co;;sne cieculeit le eai, one ta majorité des mécanismes de résistance de 

classe décrites impliquent des modifications soit des protéines de la membrane bactérienne 

externe, du lipide / du. LPS. ou de la stabilisation cationique de la paroi par le contenu en 

magnésium ou calcium (Kipnis et Guery, 2010). Ainsi d'autres mécanismes de résistance ont 

été décrits tels qu'une pornne à effiux chez le b2cille à Gram négatif termentant: Yersinia 

spp. et  une colistinase inactivant la colistine chez je bacille à Gram positif Bacillus polymyxa 

(Fa1aga, e ,.,  20i0). 

Un mécanisme de résjtane: nus com1iexc a été decrii chez Pseu1o;;wrja, aeruginosa 

aboutissant à de r!( .Jitic.ios ci.ives de la cornpositde la membrane en 

phospholipides. pote: et ld:tes rie La rendant quasi imperméable à la colistine 

(Kipnis et Cuery, 21M O). 

La résistance chez 	 ac'rugnos: est associée à l'activation des systèmes de 

régulation à deux Ce!vmsanU. Ces ;,slemes contrôlent l'expression de l'opéron 

55 
arnBcADTEF-pnrE qu modifie la structure iu LPS par l'addition du 4-amino.-4-deoxy-1-

arabinose (LAra4N aux groupements phosphate du lipide A (Skiada et al., 2011). Cette 

addition augmente e charge du lipide A et réduit l'ir:teractioii entre la membrane bactérienne 

et la colistine (Falaas et cil., 2010). Le systèmes régulateurs sont composés de kinases 

membranares per ai;.. les en' i:ainntcnlaux (ex. ni-1, présence des peptides 

cationiques) et daa. 	i.ic ;ée!atricr 'r t lasir.ue (Skiada et al., 2011). Trois systèmes 

de régulation à dcu c.mposants ont été mis en évidence chez Pseudomonas aeruginosa 

impliqués dans le nroeessu de la rsistance. Le système PhoP--PhoQ est activé suite à la 

- détection des faib!cs cccfletons en Mg. Ca et d'un PI -I faible. Le deuxième système 

de régulation à deux composants PinrA-P;rrB qui, en réponse à des faibles concentrations 

en Mg2 , régule i'opéron cnBCADT/iF dnpiiqué dans le processus de modification du LPS 

(figure Il) (Skiada et 21, 291 1). Le troisième système chez Pseudomur.as aeruginosa 
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- 	(ParR-ParS) est 	txir ds conccnrations suhinhihitrices de peptide cationique 

(colistine) et semble être l'élément majeur conduisant à la modification du lipide A et 

— 	l'induction de la résistance (Skiada et al... 2011). 

n 

I I 	_.• •1.1. 	I 	dnrl.d 

i -••-•-'••.-.-....._ mirA 

•" 	 r.'vsr 	 âdpPl 	.. 	• 

-. 

'4j 	U 
I.... A 	 of Lpop' criee -fl 

— 	 Figure i t sys c àù reguanoa t 	-lioQ, PmrA-PmrB chez Pseudomo,uzs 
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Matériel et Méthodes 

- 	I. Matériel 

1.1 Matériel biologique 

1.1.1 Souches étudiées 

- 	Un total de 44 souches de bacilles à Gram négatif non fermentants, isolé entre Mars et Mai 

2012 à partir du service de réanimation au CHU de Tlemcen, a fait l'objet de notre étude. 

1.1.2 Souches de références 

- 	 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

1.2 Milieux de culture 

1.2.1 Milieux de culture liquides 

- 	 > Bouillon nutritif (BN) (Institut Pasteur d'Algérie) 

Bouillon coeur cerveau (BHIB) (Fluka) 

- 	 > Eau physiologique 

1.2.2 Milieux de culture solide 

;è
.  Mac Conkey (Fluka) 

- 	 ..- Gélose nutritive (GN) (Fluka) 

> Mueller Hinton (MH) (Fluka) 

- 	 > T.S.I(Merck) 

> Gélose nutritive au cétrimide (GC) (Fluka) 

1.3 Tests biochimiques 

,- Galerie API 20 NE (Bio Mérieux) 

) Disques d'oxydase (Fluka) 

1.4 Antibiotiques 

Les antibiotiques testés sont les suivants: 

1.4.1 En disque 

Ceftazidime (Oxoide), ceftriaxone (Oxoide), imipénème (Biorad), gentamycine (Oxoide), 

tobramycine (Oxoide), amikacine (Bioanalyse), ciprofloxacine (Oxoide), colistine (Sirscan), 

- 	céphopérazone (Biorad), cefsulodine (Oxoide). 

- 	La charge des disques et les valeurs critiques des antibiotiques sont présentées en annexe 3. 

- 	 (17J 
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- 	1.4.2 En poudre 

Imipénème (Neopharmed), ceftazidime (Panpharma). 

1.4.3 Bandelettes E-Test (Biomériex) 

- 	Les concentrations minimales inhibitrices (CMi) de la colistine ont été mesurées par 

méthode E-test. 

2. Méthodes 

2.1 Lieu d'étude 

Ce travail a été réalisé au laboratoire, antibiotiques, antifongiques: physico-chimie, synthèse 

et activités biologiques. Les prélèvements ont été pratiqués au niveau du service de 

réanimation au CHU de Tlemcen. 

2.2 Prélèvements 

Les prélèvement ont été effectués, à partir de l'environnement (bord du lit, drap, chariot, sol, 

poignée de porte et robinet) par écouvillonnage et à partir de divers sites sur patients 

- 

	

	hospitalisés (aspiration trachéal, plaie, et sonde vésicale) au niveau du service de réanimation 

puis acheminés au laboratoire dans des tubes de bouillon nutritif pour être incubés à 37°C 

- 	pendant 24 heures. 

2.3 Isolement et purification 

L'ensemencement des souches a été réalisé sur le milieu Mac-Conkey et incubé à 37°C 

pendant 24 heures. La purification des colonies bactériennes est procédée par repiquage 

successif sur le même milieu. L'isolement des souches de Pseudomonas aeruginosa est 

- 	réalisé sur gélose nutritive additionnée au cétrimide. 

2.4 Identification 

L'identification des souches a été réalisée par le T.S.I, le test d'oxydase et par Galerie API 

2ONE. 

- 	 (18 1 
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- 	2.4.1 Test des trois sucres (T.S.I) 

Principe 

- 	Le milieu TSI permet d'étudier la fermentation du lactose, du glucose et du saccharose avec 

ou sans production de gaz et de la production de sulfure d'hydrogène. Il oriente 

- 	l'identification vers un genre fermentaire ou non fermentaire. 

- 	 . Technique 

L'ensemencement est réalisé par stries sur la pente puis par piqûre centrale dans le culot, la 

lecture se fait après 24 heures d'incubation à 37'C. 

• Lecture 

La fermentation des sucres se traduit par le virage du couleur de milieu au jaune, le 

dégagement de gaz se traduit par la formation des bulles de gaz dans la masse du culot, alors 

que la production d'H2S se traduit par le noircissement de milieu. 

2.4.2 Test d'oxydase 

Ce test est réalisé en ajoutant un disque imprégné d'oxalate N-diméthylphénylène-diamine à 

une suspension bactérienne dense en eau physiologique. Ce réactif s'oxyde au contact du 

cytochrome des bactéries oxydase positive. La réaction d'oxydation se traduit par une 

coloration violette foncée en deux minutes environ. 

2.4.3 Galerie API 20 NE 

La galerie API 20 NE est une version miniaturisée et standardisée des techniques 

- 	biochimiques conventionnelles pour l'identification des bactéries à Gram négatif. 

La galerie API 20 NE comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme 

- 

	

	déshydratés. Ces microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les 

milieux. 

- 	 • Technique 

Préparation de la galerie: 

> Mettre de l'eau distillée sur le fond de la boîte (partie alvéolée); 

> Placer la galerie sur le fond de la boîte; 

- 	 » Recouvrir la boîte avec son couvercle; 

> Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boîte. 

(19)- 
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Préparation de 1 'inoculum: 

> Ouvrir une ampoule d'API NaC1 0.85%; 

A l'aide d'une pipette, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé; 

> Réalisez une suspension bactérienne en homogénéisation soigneusement. 

- 	Inoculation de la galerie .• 

> Introduire la suspension bactérienne dans les microtubes de la galerie à l'aide d'une 

- 	 pipette; 

Refermer la boite d'incubation, incuber à 37° C pendant 24heures. 

- 	 . 	Lecture 

> Les réactions produites durant la période d'incubation se traduisent par des virages 

colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs; 

) La lecture de ces réactions se fait à l'aide du tableau de lecture (Annexel) et 

l'identification des souches est obtenue à l'aide du tableau d'identification du 

catalogue analytique (Annexe2). 

2.5. Conservation des souches 

Les souches ont été conservées à 4 C° dans des tubes de gélose inclinée ou dans des tubes de 

gélose profonde. 

2.6 Etude de la résistance aux antibiotiques 

2.6.1 Antibiogramme (CA-SFM, 2010) 

• Principe 

L'antibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classes semi-quantitatives 

(sensible, intermédiaire ou résistante) et d'orienter l'antibiothérapie. Il est basé sur 

l'observation de la croissance bactérienne en présence d'un gradient de concentration 

d'antibiotique, obtenu par diffusion à partir de disques dans un milieu gélosé. 

• Technique 

La technique utilisée est la méthode de diffusion des antibiotiques en milieu solide (méthode 

des disques), selon le communiqué du comité de l'antibiogramme de la société française de 

- 	microbiologie (CA-SFM, 2010). 

> A partir d'une culture bactérienne de 24 h sur milieu gélosé, réaliser une suspension en 

- 	ensemençant une colonie dans 5 ml de BHIB, incuber 24 h à 37°C; 

 A 20 
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> Calibrer la densité optique (DO) de la culture obtenue à une DO de 0,08-0,1 à une 

longueur d'onde de 625 nm, qui correspond à 10 8  UFC/ml; 

- 	A partir de cette culture, effectuer une dilution au 1/100 (106  UFC/ ml) dans de l'eau 

physiologique; 

Ensemencer par inondation, les boîtes de Pétri préalablement coulées par 20 ml de milieu 

Mueller Hinton, bien agiter puis enlever le surplus; 

-_ 	> Sécher les boîtes 30 minutes à l'étuve à 37 C 0 ; 

> Déposer les disques d'antibiotiques à l'aide d'une pince stérile. 

- 	 . Lecture 

> Après 18 à 24 heures d'incubation, mesurer les diamètres d'inhibition en se référant aux 

- 	valeurs critiques publiées par le CA-SFM (2010) (Annexe 3 et 4). 

- 	2.6.2 Détermination des CMI en milieu solide (CA-SFM, 2010) 

• Principe 

La méthode de dilution successive en milieu solide est la méthode de référence pour 

déterminer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Elle consiste à mettre un inoculum 

bactérien standardisé au contact de concentrations croissantes d'antibiotiques. 

• Technique 

Préparation des solutions d'antibiotiques 

Pour chacun des antibiotiques, préparer une solution mère à 5120 mg/1 puis réaliser des 

dilutions en série de progression géométrique de raison 1/2 (Annexe 5) 

Préparation des boites 

'- Distribuer 2 ml de chaque dilution d'antibiotiques dans une série de boîtes de Pétri; 

Ajouter 18 ml de milieu Mueller Hinton gélosé maintenu en surfusion; 

> Bien mélanger et laisser solidifier; 

.- Sécher les boites 30 minutes à l'étuve à 37°C. 

Préparation de l'inoculum 

'- A partir des cultures de 18 heures, préparer des suspensions de 10 8  UFC/ ml pour chacune 

des souches à tester; 

- r 21 
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- 	> Diluer la suspension inoculum au 1/10(-107  UFC/ ml) dans de l'eau physiologique. 

Ensemencement 

> Ensemencer par spot 1 à 2 jil de la suspension bactérienne soit un inoculum de 104 

UFC/spot. 

Incubation 

.- Incuber 18 à 24 heures à 370  C. 

. Lecture 

La concentration minimale inhibitrice, est la plus faible concentration d'antibiotique où il n'y 

a pas de croissance bactérienne visible. 

2.6.3 E-test 

E-test est une technique quantitative pour la détermination sur milieu gélosé de la 

concentration minimale inhibitrice (CMI) des agents antimicrobiens vis-à-vis des 

microorganismes. 

E-test se compose d'une mince bandelette de plastique inerte et non poreuse (5 x 57 mm) 

calibrée avec une échelle de CMI exprimée en tg/m1 et un code pour identifier l'agent 

antimicrobien. Un gradient prédéfini de concentration d'antibiotique comprenant 15 dilutions 

- 

	

	correspondant aux méthodes de CMI conventionnelles est immobilisé sur l'autre surface du 

support (Figure 12). 

Lorsqu'une bandelette E-test est appliquée sur la surface d'une gélose ensemencée, le 

gradient exponentiel préformé de l'agent antimicrobien est immédiatement transféré dans la 

matrice de l'agar. 

• Technique 

> A partir d'une culture bactérienne de 24 h sur milieu gélosé, réaliser une suspension en 

ensemençant une colonie dans 5 ml de BHIB, incuber 24 h à 37°C; 

> Calibrer la densité optique (DO) de la culture obtenue à une DO de 0,08-0,1 à une 

longueur d'onde de 625 nm, qui correspond à 108  UFC/ml; 

> A partir de cette culture, effectuer une dilution au 1/100 (l06  UFC/ ml) dans de l'eau 

physiologique; 
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> Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et retirer l'excès de liquide 

en appuyant l'écouvillon contre la paroi interne du tube; 

- 	> Ecouvillonner doucement toute la surface de la gélose dans trois directions.; 

) Laisser absorber complètement l'humidité en excès et s'assurer que la surface de la 

- 	 gélose est complètement sèche avant le dépôt des bandelettes E-test; 

Appliquer les bandelettes E-test à la surface de la gélose en s'assurant que l'échelle de 

- 	 CMI soit positionnée correctement. 

"

Lecture 

- 	Après une période d'incubation de 24 heurs, une ellipse d'inhibition symétrique centrée le 

long de la bandelette est formée. La CMI est lue directement à partir de l'échelle de 

graduation et exprimée en p,g/ml au point où l'ellipse d'inhibition croise la bandelette 

(Annexe 3 et 4). 
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Figure 12: Bandelette E-test 
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Résultats et discussion 

1. Résultats 

1.1 Prélèvements 

Durant la période d'étude, 63 prélèvements ont été réalisés au niveau du service de 

réanimation (tableau 1), dont 13 de l'environnement et 50 à partir des patients. Les 

prélèvements sur patients, sont pratiqués au niveau de différents sites, dont 27 à partir 

d'aspirations trachéales, 21 de sondes vésicales et 2 à partir de plaies. 

Tableau 1. Répartition des prélèvements selon les sites de prélèvement. 

- 	 Patients Environnement Total 

Trachéal Sonde Vésicale Plaie 

27 21 2 13 63 

1.2 Souches étudiées 

- 	 64 bacilles à Gram négatif ont été isolés à partir de 63 prélèvements, dont 20 

appartiennent au groupe des entérobactéries (31.25%) et 44 au groupe des bacilles à Gram 

négatif non fermentants (BGNnF) (68.75%) (figure 13), ce qui correspond à une fréquence 

d'isolement de 69.8 % (44/63). 

UBGNnF 

• Entérobactéries 

Figure 13 : Répartition des bacilles à Gram négatif 
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Résultats et discussion 

- 	 Sur un total de 44 BGNnF identifiés, 36 ont été isolés à partir des patients (72%), dont 

21 Acinetobacter baumannii (58.3%) et 15 Pseudomonas aeruginosa (41.7%) (figure 14). 

- 	A partir des 13 prélèvements de l'environnement, 8 souches de BGNnF ont été isolées 

(61.5%) dont 2 Pseudomonas aeruginosa (75%) et 6 Acinetobacter baumannii (25%) (figure 

- 	15). 

Figure 14. Répartition des BGNnF isolés à partir des prélèvements sur patients 

lA. baumairnu 

P. aeruginosa 

Figure 15. Répartition des BGNnF au niveau de l'environnement 

1.2.1 Répartition des BGNnF en fonction des sites de prélèvement 

Le taux d'isolement d'Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa varie 

selon les sites de prélèvement. Les résultats révèlent qu'Acinetobacter baumannii est l'espèce 

- 	
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- 	 Résultats et discussion 

- 	prédominante au niveau du prélèvement trachéal (figure 16), sonde vésicale (figure 17) et les 

plaies chirurgicales avec respectivement des taux de 54.2% (13/24), 60 % (6/10) et 100% 

- 	(2/2). 

• l. bawnannii 

P. aeruginosa 

Figure 16. Répartition des BGNnF au niveau des prélèvements trachéaux 

• A. baumannil 

• P. aeruginosa 

Figure 17. Répartition des souches au niveau des sondes vésicales 
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Résultats et discussion 

1.3 Résistance des BGNnF aux antibiotiques 

1.3.1 Résistance aux antibiotiques d'Acinetobacter bai,inan,,ii 

En considérant comme souche résistante une souche non sensible, c'est-à-dire une 

- 	souche catégorisée résistante ou intermédiaire, il ressort (annexe 8) que les souches 

d'Acinetobacter baumannii présentent des taux de résistance élevés vis-à-vis de la plupart 

- 	des antibiotiques testés à l'exception de la colistine qui garde une très bonne activité avec 

100% de souches sensibles (figure 18). 

- 	 Les souches étudiées présentent une forte résistance à la famille des 0-lactamines avec 

des taux de résistance de 100% à la ceftazidime et la cefiriaxone et 92.6% à l'imipenème. 

La résistance totale des souches d'Acinetobacter baumannii aux céphalosporines de troisième 

génération est expliquée par leur résistance naturelle à ces antibiotiques. 

Pour ce qui concerne les autres classes d'antibiotiques, tout d'abord pour les 

- 	aminosides, le taux de résistance le plus important est noté pour l'amikacine (85.18%) et la 

gentamycine (70.73%) alors que la tobrarnycine conserve son activité avec un taux de 

- 	résistance de 18.51%. Pour les fluoroquinolones, la ciprofioxacine présente un taux de 

résistance très élevé avec 92.6%. 

Figure 18. Pourcentages de résistance aux antibiotiques d'Acinetobacter bauint'wnii. 
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Résultats et discussion 

- 	1.3.2 Résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa 

Sur l'ensemble des souches de Pseudomonas aeruginosa étudiées, les résultats (figure 

19) révèlent une très bonne activité de l'amikacine et la colistine avec 100% de bactéries 

sensibles. Pour les autres antibiotiques, les taux de résistance sont les suivants: imipénème 

(76.47%), ceftazidime (11.76%), ciprofloxacine (29.41%) et gentamicine (23.52%). 

Figure 19. Pourcentages de résistance aux antibiotiques de P. aerugilwsa. 

L'analyse des phénotypes de résistance aux f3-lactamines des souches de Pseudomonas 

aeruginosa isolées du service de réanimation au CHU de Tlemcen (figure 20), montre une 

nette dominance des souches présentant le phénotype perte OprD (76.4%). Parmi ces souches, 

une produit également une céphalosporinase (5.9%). L'hyperproduetion de céphalosporinases 

comme seul mécanisme de résistance est observée chez seulement une souche (5.9%). Enfin, 

3 souches, soit 17.6% des souches de Pseudomonas aeruginosa n'ont présenté aucune 

résistance acquise, donc considérées comme « sauvages ». 

- 	
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CASE 
• Perte Opri) 

• CASE+ perte 

• sauvage 

Figure 20. Distribution des phénotypes de résistance aux f-lactamines chez P. 

oerugin osa 

L'ensemble des souches présentant le phénotype perte OprD sont caractérisées par une 

résistance isolée à l'imipénème (figure 21), alors que la souche de phénotype 

céphalosporinase +perte OprD présente une résistance à la ceftazidime et à l'imipénème 

(figure 22). Enfin, la souche présentant le phénotype céphalosporinase montre une 

résistance à la ceftazidime (figure 23). 

Figure 21. Phénotype « perte OprD» chez P. aeruginosa 
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Figure 22. Phénotype «perte OprD+céphatosporinase» chez P. aeruginosa 

Figure 23. Phénotype «céphalosporinase» chez P. aeruginosa 

1.4 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) 

N 

L'analyse des résultats de CMI pour deux antibiotiques (imipénème et ceftazidime) effectuée 

en milieu solide a concerné 44 souches dont 27 Acinetobacter baumannii et 17 Pseudomonas 

aeruginosa. 
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1.4.1 Acinetobacter baumannii 

Les résultats de CMI (tableau 2) montrent un niveau de résistance très élevé à la 

ceftazidime pour l'ensemble des souches étudiées (>512), alors que les niveaux de résistance 

à l'imipénème sont très variables. 

Tableau 2. Résultats des CMI .tg/ml) des souches d'Acinetobacter bai,niaiinii 

Souches 
IMP 
2>8 

CAZ 
4>8 

A193 1 64 
A194 64 128 
A195 2 64 
A196 256 >512 
A197 256 >512 
A198 128 >512 
A199 128 >512 
A200 64 128 
A201 128 >512 
A202 128 >512 
A203 128 >512 
A204 128 128 
A205 64 >512 
A206 64 >512 
A207 128 >512 
A208 64 >512 
A209 64 >512 
A210 32 >512 
A211 64 >512 
A212 64 >512 
A213 128 >512 
A214 128 >512 
A215 128 256 
A216 128 >512 
A217 128 >512 
A218 64 128 
A219 64 >512 

1.4.2 Pseudwno;ias Qeruginosa 

Les intervalles des CMI observés pour chaque phénotype sont consignés dans le tableau 3. 

Les résultats détaillés pour toutes les souches sont présentés en annexe 7. 	/ 

\: \ 
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Tableau 3. Intervalles de CMI des souches de Pseudomonas aeruginosa (ig/ml) observés 

en fonction des phénotypes de résistance aux -lactamines 

Phénotypes 
CASE+perte 

CASE Perte OprD Sauvage 
OprD 

bitiN 
IMP 

2 32 32 0.5-4 
4 >8 

CAZ 
32 1-4 16 0.25-4 

8 >8 

Les résultats de CMI (tableau 3, annexe 7) montrent un niveau de résistance élevé à 

l'imipénème pour l'ensemble des souches testées, alors que les niveaux de résistance à la 

ceftazidime sont très variables. 

Les CMI notées pour l'imipénème sont plus importantes par rapport à la ceftazidime 

chez les souches de phénotype perte OprD, alors que le niveau de résistance à la ceftazidime 
- - 
	est plus élevé chez les souches produisant uniquement des céphalosporinases. 

1.5 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la colistine par 

méthode E-test 

Nous avons testé la sensibilité des souches étudiées vis-à-vis de la colistine par la méthode 

E-test afin de déterminer les CMI de cet antibiotique. 

Les résultats révèlent une excellente activité de la colistine vis-à-vis des souches 

d'Acinelobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa testées (la CMI pour l'ensemble des 

souches = 0.51g/ml) (figure 24) ce qui correspond aux résultats des antibiogrammes avec 

100% de souches sensibles. 
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Figure 24. Résultats du E-test pour la colistine 

(A) Pseudomonas aeruginosa, (B) Acinetobacter baunannii. 
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2. Discussion 

Les bacilles à Gram négatif non fermentants sont des pathogènes opportunistes 

responsables d'infections nosocomiales sévères (McGowan, 2006). Ces bactéries manifestent 

vis-à-vis des antibiotiques un pouvoir d'adaptation de plus en plus grand. L'émergence de la 

-  résistance aux antibiotiques notamment aux f-lactamines constitue un véritable défi qui 

conduit à des impasses thérapeutiques (Grall et al., 2011). Cette situation impose une 

évaluation régulière de leur sensibilité aux antibiotiques. Ainsi, un total de 64 bacilles à 

Gram négatif ont été isolé à partir du service de réanimation au niveau du CHU de Tlemcen, 

dont 20 appartiennent au groupe des entérobactéries et 44 au groupe des non fermentants, ce 

qui correspond à des fréquences d'isolement de 31.7% et 69.8% respectivement, 

contrairement à ce qui a été trouvé dans une étude réalisée au même laboratoire par Sefraoui 

(2011) dont la fréquence d'isolement des entérobactéries (58.33%) a été supérieur à celui des 

BGNnF (40%). 

Notre étude a montré qu'à partir des prélèvements effectués au niveau du service de 

réanimation, Acinetobacter baumannii représente plus de 60% des souches isolées du groupe 

-  des bactéries non fermentantes avec une fréquence d'isolement de 42,9%, alors que la 

fréquence d'isolement de Pseudomonas aeruginosa est moins importante (27%), ce qui 

concorde bien avec ceux obtenus en Tunisie (Ben Haj Khalifa et Khedher, 2010) et au 

Maroc (Elouennass et al., 2008). ces fréquences importantes d'isolement des souches 

d'Acineiobacter baumannii et de Pseudomonas aeruginosa sont liées aux principaux 

facteurs de risque dans ce service (la ventilation assistée, l'antibiothérapie à large spectre, la 

durée de séjour prolongée, le cathétérisme artériel et la sévérité de la pathologie sous-jacente) 

(Lahsoune et aI., 2007) ainsi que le non respect des règles d'hygiène (Boutiba et al., 2003). 

La répartition des espèces isolées diffère selon le site de prélèvement. En effet, notre 

étude montre une prédominance des souches d'Acinetobacter baumannii au niveau du 

prélèvement trachéal et des sondes vésicales avec des taux de 54.2 % et de 60% 

respectivement. Ces résultats concordent bien avec ceux rapportés par de nombreux auteurs 

(Appleman et aI., 2000). 

- 	 Acinetobacter baumannii pose de grands problèmes thérapeutiques partout dans le 

monde, la résistance naturelle et la grande diversité des plasmides confèrent à cette bactérie 

un grand potentiel d'acquisition des résistances, par ailleurs, l'utilisation croissante 

d'antibiotiques à large spectre sélectionne les souches multirésistantes (Chastre, 2003). La 
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résistance touche de nombreuses classes d'antibiotiques : les f-lactamines, les aminosides et 

les fluoroquinolones (Chbani et aI., 2004, Picazo et aI., 2006). Le premier fait marquant de 

notre étude est le taux de résistance élevé de cette souche aux -lactamines, dont le taux de 

résistance à l'imipénème (92.6 %) dépasse celui rapporté par Mesli (2010) (57%) et 

Sefraoui (2011) (33.33%). Cette évolution est probablement liée à la prescription empirique 

et non contrôlée de l'imipénème et des céphalosporines de troisième génération. En effet, 

différentes études ont confirmé la relation entre la pression exercée par l'utilisation des 

céphalosporines de troisième génération et la sélection de souches d'Acinetobacter 

baumannii résistantes à l'imipénème (Elouennass et al., 2003). Par ailleurs, la vitesse 

d'évolution des résistances et la pression de sélection exercée par la prescription abusive et 

inappropriée d'imipénème nous poseront dans un proche avenir le problème de traitement des 

infections à souches multirésistantes. Pour les aminosides, la résistance d'Acinetobacter 

baumannii a connu depuis 1980, une évolution très brutale (Ben Haj Khalifa et Khedher, 

2010). Dans notre étude le taux de résistance des isolats d'Acinetobacter baumannii aux 

aminosides est très élevé. L'amikacine et la gentamycine, sont les deux aminosides les plus 

touchées par la résistance avec respectivement des taux de 85.18% et 70.73%, tandis que la 

-- tobramycine reste la molécule la plus active. Le taux élevé de résistance est constaté 

également pour la ciprofloxacine (92.6%). Il dépasse celui d'une étude européenne qui est de 

53% (Turner et al., 2003) et 64.3% d'une étude tunisienne (Ben Haj Khalifa et Khedher, 

2010). 

Concernant la résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa, les taux de 

résistance sont très inférieurs à ceux observés pour Acinetobacter baumannii. Le bacille 

pyocyanique constitue une cause majeure de mortalité en milieu hospitalier (Boutiba-Ben 

Boubaker et al., 2003). Ce germe est naturellement résistant à de nombreux antibiotiques par 

3 mécanismes principaux : la faible perméabilité pariétale, l'inactivation enzymatique et les 

systèmes de pompes à efflux actif. L'acquisition de nouvelles résistances est facile et rapide, 

favorisée en milieu hospitalier par une forte concentration bactérienne et une pression de 

sélection par les antibiotiques, notamment ceux à large spectre. Cette résistance acquise peut 

toucher toutes les molécules y compris l'imipénème (Boutiba-Ben Boubaker et al., 2003). 

La résistance du pyocyanique à I'imipénème a augmenté de manière alarmante ces dernières 

décennies (Lahsoune et al., 2007). Notre étude a révélé que le taux de résistance de 

Pseudomonas aeruginosa à cet antibiotique est de 76.47%. Les fréquences des souches 

résistantes à l'imipénème et au ceftazidime dans notre étude paraissent très différentes et 
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même supérieures à celles rapportées par Hamberger et ai. (2001) et Mérens et al. (2011). 

Cette résistance pourrait être due à un défaut de pénétration suite à une perte de la porine 

OprD ou d'une hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique AmpC. L'utilisation 

de l'imipénème pour le traitement des infections à P. aeruginosa dans ce service pourrait être 

un facteur de risque pour la sélection de ce mécanisme de résistance (Achour et ai., 2006). 

Pour ce qui concerne les autres classes d'antibiotiques, l'amikacine, la gentamycine et la 

ciprofloxacine gardent une bonne activité contre les souches de P. aeruginosa étudiées avec 

respectivement des taux de 100%, 76.48% et 70.6% de bactéries sensibles ce qui concorde 

bien avec ceux obtenus en Amérique (Lockhartet ai., 2007). 

- 	 Les résultats cités ci-dessus montrent que les fréquences des souches multirésistantes 

d'Acinetobacter baumannii et de Pseudomonas aeruginosa augmentent de façon inquiétante 

--  au niveau du service de réanimation au CHU de Tlemcen. Cependant, aucune résistance à la 

colistine des souches étudiées n'a été retrouvée. Ceci correspond aux résultats obtenus en 

Tunisie (Naija et al., 2009), en Turkie (Srnirtas et al., 2009) et en Grèce (Evangelos et al., 

2001). 

La colistine est un antibiotique. complexe comme aucun autre difficile à utiliser. Elle 

ne doit être utilisée qu'en cas dabsolue nécessité, uniquement après isolement de la souche 

responsable de l'infection et détermination de la sensibilité in vitro confirmant à la fois la 

résistance aux autres antibiotiques et la sensibilité à la colirnycine (Cohen, 2010). En 

réanimation, cet antibiotique initialement abandonné pour sa toxicité potentielle (Landman et 

al ., 2008), revient en première ligne pour le traitement des infections à Acinetobacter 

baumannii et Pseudomonas aeruginosa multirésistants (Frasca et al., 2008). Dans le contexte 

d'augmentation de l'incidence des infections nosocomiales par BGN multirésistants associé à 

l'appauvrissement des filières classiques de développement des antibiotiques et en attendant 

que les promesses des biotechnologies se concrétisent, il apparaît important de préserver un 

antibiotique de recours tel que la colistine (Kipnis et Guery, 2010). 11 est donc urgent de 

mettre en place des essais cliniques afin d'optimiser, grâce aux modélisations 

pharmacocinétiques pharmacodynamiques, les schémas posologiques (Frasca et al., 2008). 
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Conclusion 

L'émergence et la diffusion des bacilles à Gram négatif non fermentants ayant acquis des 

mécanismes de résistance aux antibiotiques dans les services de réanimation, est devenue un 

problème de santé publique préoccupant (Guillemot, 2006). 

Notre étude nous a permis d'évaluer l'état actuel de la résistance aux antibiotiques de 44 

BGNnF isolés au niveau du service de réanimation au CHU de Tlemcen. En effet, les résultats 

montrent que les fréquences d'isolement des souches d'Acinetobacter baumannii et de 

Pseudomonas aeruginosa sont très importantes, ainsi que les niveaux de résistance vis-à-vis 

de certaines classes d'antibiotiques comme I' imipénème sont devenus inquiétants. Les taux de 

résistance des isolats de Pseudomonas aeruginosa sont très inférieurs par rapport à ceux 

observés pour Acinetobacier baumannii. Toutefois, aucune souche résistante à la colistine 

n'a été isolée. Par ailleurs, l'augmentation de l'usage de cette molécule pour le traitement des 

infections à souches multirésistantes pourrait être à l'origine de l'apparition de résistances qui 

posera un véritable problème dans un proche avenir. 

En fin, la pression de sélection exercée par l'usage abusif des antibiotiques à large spectre 

serait à l'origine de l'émergence préoccupante des BGNnF multirésistants au CHU de 

Tlemcen. De plus, les procédures invasives (pose de sonde, intubation et ventilation 

artificielle) sont d'importants éléments à considérer (Ben Haj Khalifa et Khedher, 2010). 

Ainsi, les efforts déployés pour lutter contre les infections nosocomiales aux BGNnF doivent 

être maintenus voire soutenus dans nos hôpitaux, en particulier dans les services de soins 

intensifs. La maîtrise de la prescription des antibiotiques, l'application des règles élémentaires 

d'hygiène hospitalière et le dépistage des patients porteurs de bactéries multirésistantes sont 

autant de stratégies à mettre en oeuvre pour limiter la dissémination de ces souches. 
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Annexes 

Annexe I. Tableau de lecture d'une galerie API 20 NE 

OTE RESULTATS 
 TESTS COMPOSANTS ACTIFS 

(mglcup.) 
REACTIONSJENZYMES 

NEGATIF POSITIF 

NIT I + NIT 215 min 

réduction des Nitrates en nitriles incolore 	1 	rose-rouge 
NO3 potassium nitrate 0.136 

Zn / 5 min 

réduction desNitrates en azote rose 1 	incolore 

JAMES / immédiat 

TRP L-tryptophane 0,2 formation d'ind 	toPhane) ole (TRyp 
incolore 	 rose 

vert pâle / jaune 

D-glucose 192 fermentation GLUcose) bleu â vert jaune 

Aol-1 L-arginine 1.92 Arginine D,Hydrolase jaune 
orange J rose I 

rouge 

orange I rose / 
URE urée 0,76 URE3se jaune rouge 

ESC 
esculine 0,56 

hydrolyse (fi-glucosidase) (ESCulirle) jaune 
gris I marron! noir 

citrate de ter 0.072 

GEL 
gélatine 

0.6 hydrolyse (protéase) (GELatine) 
pas de diffusion diffusion du 

(origine bovine) du pigment pigment noir 

PNPG 4-nitrophényl-(ID- 0,22 
t-galactosidase (Para-NitroPhényl-8D- incolore jaune 

galactopyranoslde Galactopyranosidase) 

[j D-glucose 1,56 assimilation (GLUcose) transparence trouble 

LJ L-arabinose 1.4 assimilation (ARAbinose) transparence trouble 

[j D-mannose 1.4 assimilation (ManNosE) transparence trouble 

[jj 0-mannitol 1,36 assimilation (MANnitol) transparence trouble 

(j N-acètil-gtucosamine 1.28 assimilation N-Acétyl-Glucosamine) transparence trouble 

D-maltose 1,4 assimilation (MALtose) transparence trouble 

LGN.nJ potassium gluconate 1.84 assimilation (potassium GlucoNaTe) transparence trouble 

[çj acide caprique 0,78 assimilation (acide CAPnque) transparence (rouble 

[çJ acide adipique 1,12 assimilation (acide ADlpique) transparence trouble 

MLT acide malique 1,56 assimilation (MaLaTe) transparence trouble 

[ç,jJ trisodium citrate 2,28 assimilation (trisodium CITrate) transparence trouble 

[çj acide ptlénylacétique 0,8 assimilation (acide PhénylACètique) transparence trouble 

ox (voir notice 
- cytochrome-oxydase (voir notice du test oxydase) 

du test oxydase) 
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Annexe 2. Tableau d'identification du catalogue analytique API 20 NE 
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Annexes 

Annexe 3. Concentrations et diamètres critique et règles de lecture interprétative pour 

Pseudomoizas aeruginosa (CA-SFM, 2010) 

Antibiotiques 

F 

Sigle 
Charge du 

disque 

Concentrations 

critiques (mg/1) 

S 	R 

Diamètres 

critiques (mm) 

S 	R 

Bêta-lactamines 

Ceftazidime CAZ 3Oig 8 > 8 2 19 <19 

Cefsulodine CFS 301i <1 >2 >26 <23 

Céfopérazone CFP 10.tg >8 224 <17 

Imipénème IMP 10g >8 222 <17 

Aminosides 

Amikacine AN 30tg < 8 >16 217 <15 

Gentamicine GM I5.tg >4 2 16 <16 

Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIP 5ig 0.5 > 1 2 25 <22 

Polypeptides Colistine Cs 50 119 2 >2 2 15 <15 

(49)--- 
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Annexe 4. Concentrations et diamètres critique et règles de lecture interprétative pour 

/lcinetobacter spp., Stenotrophomonas spp et Burk/zolderia cepacia (CA-SFM, 2010) 

Antibiotiques Sigle 
Charge du 

disque 

Concentrations 

critiques (mg/1) 

S 	R 

Diamètres 

critiques (mm) 

S 	R 

Ceftazidime CAZ 30jig >8 21 <19 

Bêta-lactamines Cefiriaxone CR0 30g <1 > 2 > 26 <23 

Imipénème IPM 101g S2 >8 24 <17 

Amikacine AN 30tg 8 >16 ?l7 

Gentamicine 0M 
Aminosides  

l5ig S4 >4 16  

È 

 

Tobramycine TM 1Oig 4 > 4 ~ 16  

Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIP 5119 1 > I 22 <22 

Polypeptides Colistine cs 50jtg 2 >2 2 15 <15 

- 	 t: 	° 
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Annexes 

Annexe 5. Préparation des solutions d'antibiotiques 

Solution initiale 

(Mg/ml) 

Solution mère 

(ml) 

Eau distillée 

stérile (ml) 

Concentration 

obtenue (ig!ml) 

Concentration finale 

dans le milieu (tg/ml) 

5120 2 2 2560 256 

5120 1 3 1280 128 

5120 0.5 3.5 640 64 

5120 0.5 7.5 320 32 

320 2 2 160 16 

320 1 3 80 8 

320 0.5 3.5 40 4 

320 0.5 7.5 20 2 

20 2 2 10 1 

20 1 3 5 0.5 

20 0.5 3.5 2.5 0.25  
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Annexes 

Annexe 6. Répartition des BGNnF selon la nature du prélèvement. 

Nombre des souches isolées par type de prélèvement (%) 

Espèces 
Plaies trachéal Sonde vésicale environnement 

A .baumannii 2 (100) 13 (54.2) 6(60) 6(75) 

P. aeruginosa 0 (0) 11(45.8) 4 (40) 2 (25) 

Total 2(100) 24(100) 10(100) 8(100) 

-___ 
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Annexe 7. Résultats de CMI (tg/ml) de Pseudomonas aeruginosa 

Souches IMP 
4>8 

CAZ 
<8>8 

P371 4 4 
P372 32 2 
P373 2 32 
P374 0.5 !gO.25 
P375 32 16 
P376 4 4 
P377 32 2 
P378 32 2 
P379 32 2 
P380 32 4 
P381 32 2 
P382 32 2 
P383 32 2 
P384 32 1 
P385 32 2 
P386 32 2 
P387 32 1 

53 1 



Annexes 

Annexe 8. Résultats des antibiogrammes d'Acinetobacter baumannii 
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Annexe 9. Résultats des antibiogrammes de Pseudomonas aeruginosa 

Souches CAZ CFS CFP IMP GM AN CIP CS Phénotype de 
résistance 

P371 S R R S S S S S Sauvage 
P372 S R R R S S S S Perte OprD 
P373 R R R S S S S S CASE 
P374 S R R S S S S 1 	S Sauvage 
P375 R R R R S S S S CASE +perte 
P376 S R R S R S R S Sauvage 
P377 S R R R R S R S perte OprD 

- P378 S R I R S S S S perte OprD 
P379 S R R R S S S S perte OprD 
P380 S R R R S S S S perte OprD 
P381 S R R R S - S S S perte OprD 
P382 S R R R S S S S perte OprD 
P383 S R R R S S R S perte OprD 
P384 S R I R S S I S perte OprD 
P385 S R R R R S S S perte OprD 
P386 S R R R S S S S perte OprD 
P387 S R R R R S R S perte OprD 

- 	 E 55 ) 	 -- 
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44 	4J tLL1t 

5ÀA 	 (27 Acinetobacter baumannii et 17 Pseudomonas aeruginosa) (BGNnF) 
La1 iJ 	A JJJ i1I bLA11 l»Jl oA 	 JA1U 5)A1 

is#L(92.59%) U.&41 '(100%) 	ti 	3iL ): 3JI t.LL.a1l Acinetobacter baumannii 
Pseudomonas aeruginosa 	 '(92.59%) *$,3k. '(70.73%) 	'(85.18%) 
'(11.76%) 	'(76.74%) 	(100%) 	4(100%) ùJi 1  

1 .(0%) 	I&(23.52%) 	& (29.41%)—&» 

	

Pseudomonas aeruginosa 'Acinetobacter baumannii '- i 3 	 : 	 Al tLl5l% 
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Résumé 

Les bacilles à Gram négatif non fermentants sont des pathogènes opportunistes responsables 
essentiellement d'infections nosocomiales. Le traitement de ces infections est souvent difficile, de par 
leur résistance naturelle et acquise à de nombreux antibiotique. Un total de 44 souches de bacilles à 
Gram négatif non fermentants (27 Acinetobacter baumannii et 17 Pseudomonas aeruginosa) ont été 
isolés à partir du service de réanimation au niveau du CI-LU de Tlemcen. L'étude de la résistance in 
vitro de ces germes vis-à-vis aux antibiotiques a révélé que les souches d'Acinetobacter baumannii 
présentent une forte résistance vis-à-vis aux antibiotiques testés (ceftazidime et ceftriaxone (100%), 
imipenème (92.59%), amikacine (85.18%), gentamycine (70.73%), tobramycine (18.51%), 
ciprofloxacine (92.59%), alors que les taux de résistance chez Pseudomonas aeruginosa étaient les 
suivants: céfopérazone (100%), cefsulodine (1 00%),imipénème (76.47%), ceftazidime (11.76%), 
ciprofloxacine (29.41%), gentamicine (23.52%), amikacine (0%). aucune souche résistante à la 

colistine n'a été isolée. 

Mots clés: bacilles à Gram négatif non fermentants , Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 
résistance, antibiotiques, colistine, service de réanimation. 

Abstract 

Non-fermentative Gram negative rods are opportunistic pathogens mainly responsible for nosocomial 
infections. Treatment of these infections is ofien difficuit, because of their natural and acquired 
resistance to many antibiotics. A total of 44 strains of Non-fermentative Gram negative rods (27 
Acinetobacter baumannii and 17 Pseudomonas aeruginosa) were isolated from the intensive care unit 
at the university hospital of Tlemcen. The stildy in vitro of resistance of these organisms to antibiotics 
revealed that strains of Acinetobacter baumannii have a high level resistance to antibiotics tested 
(ceftazidim and ceftnaxon (100%), imipenem (92.59%), amikacin (85.18%), gentamycin (70.73%), 
tobramycin (18.51%), ciprofloxacin (92.59%), The antibiotic resistance rates of Pseudomonas 
aeruginosa were: cefoperazon (100%), cefsulodin (1 00%),imipenem (76.47%), ceftazidim (11.76%), 
ciprofloxacin (29.41%), gentamicin (23.52%), amikacin (0%). No colistin-resistant strain was isolated. 

Keywords: Non-fermentative Gram negative rods Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 

resistance, antibiotics, colistin, intensive care unit. 


