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Infection : est un processus microbien caractérisé par une réponse inflammatoire au moins

locale de l’hôte due à la présence d’un germe dans un tissus ou un liquide biologique

habituellement stérile.

Infection croisée (Hétero-Infection) : c’est une infection résulte de la contamination d’un

malade par les germes d’un autre malade.

Plaie : c’est une interruption dans la continuité des tissus déterminé par un facteur externe

(traumatisme, intervention chirurgicale), avec ou sans perte des substances.

Furoncle : infection d’un tissus follicule pileux par le staphylocoque doré, se manifeste par

l’apparition d’une petite tuméfaction rouge douloureuse centré par un poil, puis se forme une

gouttelette de pus.

Septicémie : c’est un syndrome infectieux dû à une décharge répétée des germes dans la

circulation, à partir d’un foyer primitive et caractérisé par une hémoculture positive.

Escarre : c’est une croute noirâtre dure qui résultent de la nécrose de revêtement cutanée,

peut survenir à la suite d’une brûlure, traumatisme, elle est très fréquente chez les sujets âgés.

La résistance bactérienne : une bactérie est dite résistante à un antibiotique donné

lorsqu’elle est capable de se développer en présence d’une concentration de cet antibiotique

notamment la plus élevée de celle qui inhibe le développent de la plupart des souches

appartenant à la même espèce bactérienne.

La résistance croisée : cette notion fait référence au spectre d’inactivation lié à un même

mécanisme de résistance vis-à-vis de divers antibiotiques appartenant à la même famille ou

sous-groupe d’antibiotiques.
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Introduction

L’hôpital est considéré comme un lieu dédié aux soins et à la prise en charge de la santé des

malades, mais il peut devenir dans certaines circonstances, une source d’infection suite à des

différentes modes de transmission soit endogènes ou exogènes (environnement ou personnel),

ou bien par défaut d’hygiène.

Les infections hospitalières ou nosocomiales (IN), constitue un problème important de santé

publique par leurs fréquences, elles sont définies comme étant des infections acquises dans un

établissement de santé dont les manifestations cliniques apparaissent habituellement après 48

heures d’hospitalisation (Zeroual, 2012)

Parmi les infections nosocomiales, nous avons les infections des sites opératoires (ISO) qui

constituent la complication la plus fréquente des interventions chirurgicales et l’une des

infections nosocomiales les plus rencontrées. Des statistiques portant sur la fréquence des

infections hospitalières classe celle des sites opératoires en deuxième position après les

infections urinaires. Ainsi l’infection des plaies constitue la première cause de mortalités et de

morbidités en chirurgie abdominale propre (Bourama,2011). Concernant les microorganismes

les plus incriminés dans ces infections, on retrouve les bacilles à Gram négatif (BGN) dont la

famille des Enterobacteriaceae ainsi que Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus

du groupe des Cocci à Gram positif (Oliveira et al., 2010)

Selon l’organisation mondiale de la santé (OMS), la prévalence des infections nosocomiales

en Afrique varie à l’échelle de l’hôpital entre 2,5% et 14,8%. Le risque de contracter une

infection au cours des soins de santé est de 2 à 20 fois plus élevé dans les pays en voie de

développement que dans les pays développés. D’ailleurs, dans certains pays la proportion de

patient présentant une infection suite à des soins de santé peut dépasser les 25% (Sepieh,

2011)

En Algérie très peu d’enquêtes ont été réalisées à cause de l’absence d’un réseau de

surveillance nationale des ISO (Brahimi, 2017). Cependant, une enquête réalisée par Meziane

et al., 2018 dans le cadre de la recherche des infections des plaies a permis d’enregistrer 220

cas au sein de l’Etablissement Public Hospitalier de Ain Defla. Ceci représente un taux

alarment de 74,32%. Néanmoins, une autre enquête faite au Centre Hospitalier Universitaire

de Bab El Oued (Lamine Debaghine Alger) a estimé un taux d’incidence des ISO équivalent à

7,3% (Makhlouf, 2018)
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La découverte des antibiotiques a laissé croire, pendant longtemps, qu’il existerait pour

chaque maladie infectieuse un antibiotique spécifique actif. Cependant l’apparition des

souches bactériennes résistantes aux antibiotiques mit fin à cette hypothèse. Et depuis ce

temps, on assiste à l’émergence et à l’élargissement du spectre de résistance de tous les

germes à Gram positif et négatif aux différents antibiotiques en développant plusieurs

mécanismes. Ces derniers sont de nature enzymatique ou non enzymatique (Khadir, 2014)

L’accumulation de ces mécanismes des résistances peut rendre certaines souches bactériennes

résistantes à un certain nombre d’antibiotiques. Elles sont dites bactéries multirésistantes

(BMR). Elles sont associées à une augmentation de la morbidité et de la mortalité des

infections (Cattoir et al., 2014). Parmi ces bactéries multirésistantes les plus préoccupantes au

niveau de l’Etablissement Public Hospitalier de Thénia, on retrouve Staphylococcus aureus

résistante à la méthicilline (SARM) et les Entérobactéries productrices des β-lactamases à

spectre élargi (EBLSE).

Ainsi, notre présent travail a pour objectif d’étudier la résistance aux ATBs des bactéries

isolées des ISO dans l’hôpital de Thénia au sein du laboratoire de bactériologie. Dans le

premier chapitre nous abordons les données concernant les infections des plaies chirurgicales

et les différents mécanismes de résistances aux antibiotiques. Le deuxième chapitre est

réservé à notre travail expérimental concernant la recherche et l’identification des différentes

bactéries contractées dans le milieu hospitalier. Le troisième chapitre analytique traite les

différents résultats obtenus au cours de notre étude suivi d’une discussion dans laquelle nous

essayerons d’interpréter nos résultats en comparaison avec ce qui a été rapporté dans la

littérature.
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I/ Les plaies chirurgicales et leur infection

I.1) Définition de l’infection des sites opératoires

Les infections des sites opératoires (ISO) incluent toute infection sur le site opéré, survenant

dans les 30 jours suivant l’intervention ou dans l’année s’il y a mise en place d’un implant ou

d’une prothèse. (Abdoulaye, 2018)

I.2) L’infection de la plaie

Correspond à l’invasion des tissus cutanées et sous cutanées par des bactéries et à la réaction

immunitaire qui en résulte. Ceci se traduit par des signes d’inflammation locale. Il s’agit

généralement d’une rougeur, d’un œdème et d’une douleur. Ces symptômes sont dus à une

multiplication bactérienne avec recrutement des polynucléaires neutrophiles. (Branger, 2004)

I.3) Origine des ISO

Toute incision cutanée chirurgicale offre une porte d’entrée aux microorganismes

contaminant l’environnement de la peau et/ou des cavités colonisées du patient. Il existe deux

sources essentielles de contamination : exogène et endogène (Bagayoko, 2008)

I.3.1) Origine endogène

La flore microbienne présente dans la région du site opératoire au moment de l’intervention

est responsable de la majorité des infections. Parmi les germes les plus fréquents on retrouve

Staphylococcus aureus et les Staphylocoque à Coagulase Négative « SNC », mais aussi via

certaines bactéries enfouis dans les couches profondes de la peau et dans les muqueuses

(tractus respiratoire, tractus intestinal et urogénital) (Guetarni, 2014)

Le portage nasal de Staphylococcus aureus semble jouer un rôle clé dans la pathogénicité, des

infections à Staphylocoques. Le taux d’infection est plus élevé chez les individus porteurs de

cette bactérie, surtout dans le cas des infections des plaies post-opératoire. Le portage nasal

est également un facteur de risque d’infection, d’autant de plus s’il s’agit des SARM

(Staphylococcus aureus Résistant à la Méthicilline). Des études ont montré qu’il existe une

relation entre les antibiotiques (ATBs) et l’acquisition des SARM. Les céphalosporines de

troisième génération et la fluoroquinolone sont les ATBs les plus incriminés. Le portage nasal

à SARM peut persister plusieurs mois après la sortie du patient de l’hôpital. Cela peut être

influencer par la présence des lésions cutanées ouvertes qui semble être un facteur de risque

essentiel pour la persistance de la colonisation. (Ghernaout, 2013)
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I.3.2) Origine exogène

Les infections des sites opératoires par la source exogène ou encore appelé infections croisées

ne sont pas très fréquentes par rapport à la source endogène. Elles représentent environ 10%

(Guetarni, 2014). Elles se produisent par le personnel et l’environnement inanimé. En effet, le

personnel soignant et non soignant peut constituer un réservoir de microorganisme, les mains

sont potentiellement une source de contamination, mais aussi les cheveux, le cuir chevelu, la

flore nasale et pharyngée du personnel qui se retrouve sur les surfaces de la salle d’opération

et sur les plaies opératoires.

L’environnement inanimé ou les réservoirs inanimés sont représentés par tous les supports

inertes permettant aux microorganismes d’être disséminés et d’atteindre l’hôte récepteur.

Parmi les réservoirs on peut citer :

- Le linge souillé de sang, de liquide biologique, d’urine ou de selles.

- Les dispositifs médicaux à savoir tout matériel ou instruments utilisés par les soignants à des

fins médicales et qui ne bénéficieraient pas de procédure de nettoyage, de désinfection ou de

stérilisation adéquate.

- Les surfaces comme les sols et tables sur lesquelles se disposent les microorganismes.

- L’air circulent : le système de traitement de l’air vise à réduire les risques liés à

l’aérobiocontamination dans les services les plus à risque. (Dechoux, 2007)

I.4) La classification des ISO

I.4.1) Infection superficielle de l’incision

C’est une infection survenant dans les 30 jours suivant l’intervention, affectent généralement

la peau, les tissus sous cutanée et les tissus situés au-dessus de l’aponévrose, ce type

d’infection est reconnu grâce à la présence d’au moins l’un des critères suivant :

 Ecoulement purulent ou puriforme de l’incision superficielle même en l’absence

d’isolement des germes.

 Des douleurs spontanées ou à la palpation, tuméfaction localisé, rougeurs, chaleur lors

de l’ouverture de la plaie par le chirurgien.

 Le diagnostic est établi par le chirurgien ou le médecin.

 Les microorganismes isolés par culture liquide produit par une plaie fermée ou d’un

prélèvement tissulaire.
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I.4.2) Infection profonde de l’incision

C’est une infection qui survient au niveau des tissus mous à l’endroit de l’intervention, dans

un délai de 30 jours après l’intervention, ou dans l’année. Elle se traduit par :

 Un écoulement purulent provenant en sous aponévrotique.

 Présence d’un des signes suivants ; déhiscence spontané de l’incision de la cicatrice ou

de la paroi, douleurs localisées, fièvre supérieure à 38°C et une sensibilité à la

palpation au moment de l’ouverture de plaie par le chirurgien.

 Le diagnostic se fait par le chirurgien ou le médecin.

I.4.3) Infection de l’organe ou du site opératoire

Elle survient dans les 30 jours suivant l’intervention, ou dans l’année, s’il y a mise en place

d’un implant prothèse impliquant les organes, elle est diagnostiquée par :

 La présence de pus ou un liquide provenant d’un drain.

 L’infection de l’organe ou d’espace ouvert ou traité pendant l’intervention.

 Les germes isolés par culture d’un prélèvement de l’organe ou de site opératoire

 Des signes d’infection impliquant l’organe ou le site observée lors d’une intervention

chirurgicale.

 Le diagnostic est posé par le médecin ou le chirurgien. (Latabi, 2013)

Figure 1 : niveau d’atteinte tissulaire des ISO. (Euvard-Tasset et Vallet,2008)
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I.5) Les facteurs de risques

I.5.1) Les facteurs liés au patient

*SCORE ASA : Plusieurs scores ont été proposés principalement pour classer les malades.

Le plus utilisé est le score ASA (Physical Status Score) développé par l’Américain Society of

Anesthesiologists. Ce score allant de 1 jusqu’à 5 est un bon indicateur de la mortalité péri-

opératoire globale. (Latabi, 2013)

Il existe une corrélation entre la fréquence des infections des plaies et le score ASA qui prend

en compte la gravité des pathologies sous-jacents, il existe cinq classes :

 ASA 1 : patient est en bonne santé.

 ASA 2 : patient a une perturbation modérée d’une grande fonction.

 ASA 3 : patient a une perturbation grave d’une grande fonction.

 ASA 4 : patient présente une perturbation sévère d’une grande fonction invalidante,

mettant en jeu le pronostic vital.

 ASA 5 : patient moribond. (Sidibe, 2014)

*L’âge : représente un facteur de risque infectieux qui augmente aux âges extrêmes de la vie

(en dessous de 1 an et dessus de 65 ans), en raison de la défaillance du système immunitaire.

(Bourama, 2011).

*La mal nutrition : constitue un facteur qui augmente le risque infectieux par la diminution

de la synthèse des immunoglobulines, des taux sériques des protéines et des compléments par

l’atrophie des tissus lymphoïdes, ainsi qu’un affaiblissement de l’activité des cellules

immunitaires (macrophage, monocyte, lymphocytes B et T). (Sidibe, 2014)

*Le diabète : un taux élevé des HbA1C et des taux de glycémies >200mg/dl pendant la

période postopératoire sont généralement associé à une augmentation du risque de l’infection

des plaies. Il est donc recommandé de maintenir un équilibre de diabète pendant la période

pré-opératoire et de maintenir un taux de glycémie à une valeur < 200mg/dl. (Brahimi, 2017)

I.5.2) Les facteurs liés à la chirurgie

*Le type de chirurgie : ce facteur est à l’origine d’une classification des différents types de

chirurgie, la plus utilisé est celle d’ALTEM (Altemier). (Kientega, 2012)

- La chirurgie propre se définie par une plaie opératoire non infectée, fermée qui se

caractérise par l’absence d’inflammation. Les tractus respiratoire, urinaire et génitale ne sont

pas touchés.
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- La chirurgie propre contaminée est une plaie qui pénètre à travers le tractus respiratoire,

génitale ou urinaire sous contrôle et sans contamination inhabituelle.

- La chirurgie contaminée est une opération avec une faute d’asepsie majeur tel que le

massage cardiaque ouvert, souillure par le contenu du tractus gastro-intestinal avec incision de

zone inflammatoire non purulents.

- La chirurgie sale et infectée est une plaie ancienne traumatique qui se caractérise par un

tissu dévitalisé et qui implique une infection clinique, ou perforation des viscères. Les

microorganismes d’origine doivent être présents dans le champ opératoire avant l’incision.

(Birgand, 2014)

*La durée de l’intervention : l’allongement de la durée de l’intervention influence

négativement sur le taux d’infection post-opératoire par exposition de la plaie. Une durée de 2

heures est une limite au-delà de laquelle le risque augmente. Des études ont montré que la

durée de l’intervention augmente la probabilité d’infection post–opératoire par une

augmentation de la durée de l’exposition aux risques infectieux dû aux manipulations, à l’air

et à la flore endogène profonde non détruite par les antiseptiques. (Sidibe, 2014)

*L’index de risque NNIS (National Nosocomial Infection Surveillance System) est l’indice

reconnue comme le plus prédictif du risque d’infection, il combine le score ASA, la classe

d’ALTM (classe de contamination) et la durée de l’intervention. (Majjad, 2010)

 Le score de contamination

Si la chirurgie est propre ou propre contaminée (classe 1 ou 2 d’ALTM) le score = 0

Si la chirurgie est contaminée, sale ou infectée (classe 3 ou 4 d’ALTM) le score = 1

 Le score ASA

Le patient sain ou avec maladie systémique légère (ASA 1ou ASA 2) le score = 0

Le patient avec atteinte systémique sérieuse, ou invalidante, ou patient moribond

(ASA supérieure à 3) le score = 1

 La durée de l’intervention

Si la durée est inférieure à la valeur seuil le score = 0

Si la durée est supérieure ou égale à la valeur seuil le score = 1
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I.6) Les conséquences des infections des plaies

Les ISO ont des conséquences qui varient considérablement selon les structures touchées.

Certaines d’entre elles engendrent pour les patients ; un inconfort passager et d’autres sont

dévastatrices causant des infections aigues disséminées en particulier lorsque l’infection

touche des structures osseuses ou de matériel prothétique. (Trouillet, 2002)

Les septicémies sont plus fréquentes dans les maladies des plaies infectées, puis dans le cas

d’amputation de pieds diabétique et en dernier la mal cicatrisation des plaies. (Meziane et al.,

2018)

I.7) Les agents étiologiques

I.7.1) Les entérobactéries

Il s’agit d’une vaste famille de bactéries qui sont rencontrées tous les jours en bactériologie

médicale. Ce sont des bacilles Gram négatif :

 S’ils sont mobiles, péritriches (cils disposés tout autour du corps bactérien)

 Poussent sur des milieux ordinaires.

 Poussent en aérobiose et anaérobiose.

 Réduisent des nitrates en nitrites.

 Utilise le glucose par voie fermentative. (Fauchère et al., 2002)

Les germes de cette famille sont en majorité pathogènes du tube digestif humain et d’autre

sont des colonisateurs normaux (Escherichia coli, Enterobacter sp. , Klebsiella sp.) bien

qu’ils soient également présents dans l’environnement. (Lagha, 2015)

a) Escherichia coli

Cette bactérie possède des caractères biochimiques qui lui permettent de la différencier des

autres espèces. Il s’agit de la production d’indole à partir de tryptophane et l’absence

d’utilisation de citrate comme source de carbone. (Ayad, 2017). Elle est un hôte normal du

tube digestif de l’homme et des animaux. Chez l’Homme, elle est présente à raison de 107 à

109 bactéries par gramme de selles (Fauchère et al., 2002). Elle joue le rôle d’une bactérie

commensale mais peut devenir pathogène suite à l’acquisition des facteurs de virulence.

(Ayad, 2017)

b) Klebsiella pneumoniae

Ce sont des bactéries non sporulées, ayant une oxydase négative, uréase positive et une

réaction de Vogues-Proskauer positive (VP+) qui induit la fermentation du glucose avec
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production de gaz. (Lagha, 2015). Elles se distinguent des autres bactéries par leur

immobilité constante et leur groupement en diplobacilles. (Konare, 2018)

c) Proteus

Le genre Proteus est composé de plusieurs espèces, exemple Proteus vulgaris et Proteus

mirabilis. Ce sont des bacilles très polymorphes. Dans une culture jaune, il existe des formes

courtes et des formes longues. Les souches mobiles sont pourvues de longs flagelles. Elles

sont répondues dans l’environnement. On les trouve partout. Ce sont toutes des bactéries

pathogènes opportunistes. (Kientega, 2012)

I.7.2) Staphylococcus aureus

Ce sont des Cocci à Gram positif, qui se cultivent sur des milieux ordinaires à une

température de 37C° durant 24h. Elles donnent des colonies lisses, rondes, opaques, bombés

de couleur jaune doré sur gélose au sang. Elle possède une coagulase qui les distingue des

autres espèces de staphylocoques. Elle est résistante à la dessiccation et au refroidissement.

Ce sont des germes pyogènes. On retrouve dans le pus de nombreux polynucléaires altérés

ainsi que des staphylocoques qui apparaissent isolés diplocoque avec un aspect de grappes

(responsables de la plupart des infections suppuratives). (Denis et al., 2011)

Ces bactéries sont très répondues chez l’homme et dans de nombreuses espèces animales.

Chez l’homme environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent les muqueuses

(principalement les fosses nasales) et les zones humides (aisselles, périnée). (Nauciel et Vildé,

2005)

I.7.3) Les Streptocoques

Appartiennent à la famille des streptococcaceae, Cocci à Gram positif, avec une forme de

cellules ovoïdes. Elles sont catalase et oxydase négative mais aussi des anaérobies

aérotolérantes. Ces bactéries sont impliquées en pathologie humaine. Elles sont retrouvées

partout dans l’environnement, dans les téguments, les muqueuses de l’homme et des animaux.

Les streptocoques ont une température optimale de croissance qui varie entre 35C° et 37C°.

Leur croissance est favorisée par une atmosphère riche en CO2 et se développe sur des

milieux riches type gélose Columbia additionné de sang. (Denis et al., 2011)

I.7.4) Les Entérocoques

Ce sont des Cocci à Gram positif, ovoïdes, caractérisés par une anaérobie aérotolérantes. Ces

bactéries sont oxydases et catalases négative. La plupart sont immobiles, homofermentaires
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car elles fermentent le glucose en produisant de l’acide lactique. Elles sont cultivées sur

milieux usuels à base de peptone (Trypticase Soja et Muller Hinton). Leur croissance est

observée dans le milieu hypersalé contenant 6,5g/l de NaCl qui lui permettent de les

distinguer des streptocoques. Aussi, les entérocoques sont commensaux de l’intestin de

l’homme et des animaux et sont saprophytes de l’environnement. (Madjmaa et al., 2016)

I.7.5) Pseudomonas aeruginosa

C’est une bacille mobile grâce à une ciliature monotriche, produit le plus souvent de

pyoverdine et de la pyocyanine. Elle possède une catalase et oxydase positives, une uréase,

nitrate réductase et citrate de simmons positives (Touati, 2013). Pseudomonas aeruginosa est

une bactérie répandue dans la nature, elle vit dans l’eau et sur le sol. On la retrouve aussi dans

l’environnement hospitalier. Elle fait partie de la flore du transit de l’homme mais rarement

dans la salive. (Fauchère et al., 2002)

I.8) Formation des infections et leur traitement

I.7.1) Définition du pus

Le pus est un fluide corporel résultant d’une inflammation intense en réponse à une infection

entrainant un afflux de neutrophiles et l’apoptose, une clairance microbienne et souvent une

nécrose des tissus voisins, le pus est principalement composé de débris de globules blancs.

(Redding et al.,2017)

Les prélèvements appelés « pus » englobent toutes les suppurations qu’elles soient

superficielles (escarres, ulcère, furoncle), ou profondes (ostéomyélite, d’origine digestive). A

côté de ces suppurations primitives on distingue aussi les suppurations secondaires, post

chirurgicales ou post-traumatique. (Denis et al., 2011)

I.8.2) Pathogenèse du pus

Les localisations purulentes sont variées et la nature des agents infectieux impliqués est aussi

très diverse. On distingue trois classes :

- Classe 1 : les prélèvements proviennent de localisation normalement stériles (cerveau,

adénopathie, bile, os, etc.). Dans ce cas, si les prélèvements ont été effectués dans de bonnes

conditions d’asepsie, les bactéries isolées sont directement impliquées dans le processus

infectieux.
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- Classe 2 : abcès profond communiquant avec une flore commensale qui peut contaminer le

prélèvement (c’est le cas des prélèvements d’origine digestif).

- Classe 3 : les prélèvements qui sont effectués dans des zones superficielles et contaminés

directement par la flore commensale, surtout s’ils sont effectués par écouvillonnage (c’est le

cas des prélèvements cutanés à type d’escarre, de brulures, de morsures, de plaie, … etc.).

(Denis et al., 2011)

I.8.3) Traitement des infections des plaies chirurgicales

a) Traitement curatif : le traitement des ISO est surtout basé sur l’antibiothérapie après avoir

identifié le germe et réalisé l’antibiogramme. Dans certains cas, le traitement peut être

chirurgical. Il s’agit de supprimer le foyer septique par des moyens physiques (drainage, mise

à plat, lâchage des sutures. (Kientega, 2012)

b) Traitement préventif : l’antibioprophylaxie a une place considérable dans la prévention

des ISO, elle répond à des normes qu’ils convient à respecter. La prévention des ISO repose

sur des techniques rigoureuses de désinfection de la peau, des mains des opérateurs, le champ

opératoire…etc .(Dechoux, 2007). Pour prévenir les infections des plaies opératoires, il faut

limiter le plus possible :

- La durée de séjour hospitalier préopératoire et proposer les explorations préopératoires en

ambulatoire ;

- La préparation cutanée du patient soit une procédure qui comprend (un douche la veille de

l’intervention, épilation par tondeuse ou crème dépilatoire de la zone à opérer) ;

- Eviter les injections des substances ou médicaments dans le système de drainage et

privilégier les systèmes d’aspiration ;

- Dépister les infections au bon moment.

II) Les antibiotiques

II.1) Définition et classification des antibiotiques

Un antibiotique est une substance antimicrobienne d’origine biologique, c’est-à-dire produite

par un microorganisme (champignon microscopique et bactérie) ou par synthèse chimique et

qui est capable d’inhiber la multiplication ou de détruire d’autres microorganismes.

(Boulahbal,2006)
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Il existe plusieurs modalités de classification des antibiotiques d’utilité variable. La

classification la plus courante repose sur la structure chimique, mécanisme et spectre

d’action :

 La structure chimique de base exemple : β-lactamines, quinolones, aminoglycosides.

 La cible des bactéries : les antibiotiques peuvent agir sur les ribosomes, paroi …etc.

 Le mécanisme d’action : inhibition de la synthèse protéique, inhibition de synthèse de

peptidoglycane …etc.

 Spectre d’activité : groupe ou espèces bactériennes sensibles. (Hnich, 2017)

II.2) Mode d’action des antibiotiques

Chaque antibiotique possède un mode d’action permettant d’agir sur une cible particulière de

la cellule. Il peut ainsi agir sur un niveau précis de la cellule bactérienne par inhibition de la

synthèse de la paroi bactérienne, de la membrane cytoplasmique, de la synthèse protéiques et

inhibition de la synthèse d’ADN. Ces différents modes sont détaillés dans les tableaux 1, 2,

3, 4 et 5. (El Bouamri, 2017)

Tableau n°1 : Famille d’antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne

Famille Groupe Exemple d’antibiotique Mode d’action

β-lactamines Péname Pénicilline G

Amoxicilline/Ampicilline

Action sur la synthèse de paroi des

bactéries en phase de croissance par

inhibition de transpeptidases en

empêchant les liaisons

interpeptidiques (Epote Ewane, 2014).

Il en résulte une altération de la paroi

qui possède un effet létal sur la

bactérie. (Nauciel et Vildé, 2005)

Carbapénèmes Imipenème

Ertapèneme

Oxapénames ou
clavams (acide
clavulanique)

Amoxicilline +Acide
clavulanique

Ticarcilline +Acide
clavulanique

Céphèmes

Céfazoline

Céfoxitine

Céfotaxime

Monobactames Aztréonam
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Tableau n°2 : Familles d’antibiotiques agissant sur la synthèse protéique

Famille Antibiotique Mode d’action

Aminoside Gentamicine

Amykacine

Blocage de la synthèse des protéines en se fixant sur la

sous unité 30s du ribosome. (Ziai, 2014)

Tétracycline Tétracycline

Doxycycline

Fixation sur la sous unité 30s du ribosome (Nauciel et

Vildé, 2013), il en résulte une inhibition de la synthèse

protéique. (Epote Ewane, 2014)

Phénicoles Chloramphénicol Inhibition de synthèse des protéines (en se fixant sur la

sous unité 50s du ribosome bactérien. (Epote Ewane,

2014)

Tableau n°3 : Familles d’antibiotiques agissant sur la synthèse des acides nucléiques

Famille Antibiotique Mode d’action

Quinolones +
Fluoroquinolone

Acide nalidixique Inhibition de la synthèse de l’ADN bactérien par

action sur la topoisomérase II ou de l’ADN gyrase

(enzyme qui surenroule l’ADN bactérien et permet

ainsi son élongation). (Ziai, 2014)

Ciprofloxacine

Ofloxacine

Lévofloxacine

Rifamycines Rifampicine Inhibition de l’ADN polymérase ce qui provoque

l’inhibition de la transcription de l’ADN en ARNm.

(Nauciel et Vildé, 2005)

Tableau n°4 : Famille d’antibiotique agissant sur la membrane cytoplasmique

Famille Antibiotique Mode d’action

Polymixines Colistine Fixation sur les phospholipides et perturbation des

transferts transmembranaires des nutriments. Mais

aussi, inhibition des phosphorylations oxydatives

du métabolisme énergétique. (Fauchère et al.,
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2002)

Tableau n°5 : Famille d’antibiotique agissant sur la synthèse de l’acide folique

Famille Antibiotique Mode d’action

Sulfamides Sulfaméthoxazol Agissent sur la synthèse des folates par

inhibition de la déhydrofolate réductase.

(Nauciel et Vildé, 2005)

II.3) Résistance aux antibiotiques

Il existe deux types de résistances aux antibiotiques :

- La résistance naturelle ou intrinsèque est un caractère présent chez toutes les bactéries de

la même espèce ou de même genre bactérien. Elle délimite le spectre d’action de

l’antibiotique. (Azmoun, 2016)

- La résistance acquise concerne que quelques souches d’une même espèce mais peut

s’étendre (El Brahmi, 2013). C’est l’acquisition d’un facteur génétique qui se traduit par une

réduction de la sensibilité de la molécule qui lui était fatale. Elle peut se faire soit par

mutation génétique ou par acquisition des gènes transférables d’un autre microorganisme.

(Aboya Moroh, 2013)

II.3.1) Les mécanismes de résistance aux ATBs

* Diminution de perméabilité est due à une mutation qui affecte la structure ou diminue la

synthèse des porines par laquelle l’ATB peut pénétrer dans la bactérie (Al abdani, 2016). Ce

mécanisme est plus fréquent chez Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebseilla

pneumoniae et les Entérobactéries. (Saadaoui, 2008)

* L’inactivation enzymatique ce produit par production des enzymes capables d’hydrolyser

ou d’inactiver des ATBs. Exemple des β-lactamases qui sont codées par des plasmides.

(Saadaoui, 2008)

* Mécanisme d’efflux réside sur l’excrétion de l’ATB par des pompes à protons (Figure 2).

Il s’agit d’un mode de résistance intrinsèque des bactéries. Il résulte de la surexpression des

transporteurs par mutation qui est due à l’exposition aux ATBs. (EL Brahmi, 2013)
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*Modification de la cible engendre des modifications quantitatives ou qualitatives de la

cible de l’ATB (El Bouamri,2017). Il en résulte une baisse de l’affinité de l’ATB pour son site

d’action (Konare, 2018). Cette inactivation se fait par modification des PLP (Protéine Liant à

la Pénicilline) (Figure 3), des précurseurs de peptidoglycane, des modifications des

topoisomérases, de l’ARN polymérases, ou des enzymes impliqués dans la synthèse folates et

par la modification des facteurs d’élongation. (Nauciel et Vildé, 2005)

II.4) Phénotype de résistance aux ATBs chez les entérobactéries

La plupart des espèces des entérobactéries présente une résistance naturelle aux β-lactamines.

Cette résistance est liée à la production d’une enzyme appelé β-lactamase. (Bougenoun,

2017). Ces bactéries peuvent aussi acquérir des résistances à un certain nombre d’ATBs, qui

résulte d’une modification génétique par mutation ou acquisition d’un matériel génétique

étranger. (Faure, 2009)

- la résistance aux β-lactamines : on distingue quatre principaux mécanismes de résistance.

Chacun peut être lié aux caractéristiques génétiques d’une espèce bactérienne donnée

(résistance naturelle) ou être acquis suite à des modifications génétiques (résistance acquise).

(Touati, 2013)

 La diminution de la perméabilité : les β-lactamines sont des molécules hydrophiles

qui utilisent la voie des porines pour traverser la membrane externe. Ce mécanisme

est assez fréquent chez les entérobactéries et entraine une résistance de bas niveau.

(Mamod, 2016) Cette modification est provoquée par une mutation qui affecte la

structure des porines ou diminue leur synthèse. (Saadaoui, 2008)

 La modification de la cible : il s’agit d’un mécanisme rare chez les Entérobactéries

qui permet la modification des cibles par une mutation touchant les porines, ce qui

entraine une résistance de haut niveau chez les Entérobactéries, Citrobacter, Serratia.

(Aworet, 2016)

 Système d’efflux : ce système est basé sur l’excrétion de l’ATB de la cellule par un

transport actif qui rend le site d’action inaccessible (Konare, 2018). Elle permet

également d’empêcher l’accumulation intracellulaire de l’ATB et assurent ainsi une

résistance à ce même ATB. (El Bouamri, 2017)
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Figure 2 : excrétion de l’ATB par l’efflux actif (Archambaud, 2009)

Figure 3 : modification des PLP (Archambaud, 2009)
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 Production de β-lactamase : c’est le principal mécanisme de résistance aux β-

lactamines. Il s’agit de la production d’une enzyme β-lactamase qui agit sur les β-

lactames par l’ouverture du cycle β-lactame au niveau de la liaison amide, selon une

réaction d’hydrolyse suite à une inactivation d’une molécule d’eau (Ramoul, 2014)

- Pénicillinase de haut niveau : ce sont des enzymes codées par des plasmides et donc

transférables d’une espèce à une autre. Les bactéries qui produisent ces enzymes lui

permettent une résistance aux aminopénicillines, carboxypénicilline, uréido-pénicilline, C1G

et C2G et conservent leur sensibilité aux C3G et carbapénèmes, céphamycines,

monobactames. (Lavigne, 2007)

- Pénicillinase résistante aux inhibiteurs : ce sont des enzymes dérivées des pénicillinases

plasmidiques. Elles sont produites le plus souvent par Escherichia coli, Proteus et Klebseilla.

C’est un mécanisme qui confère aux bactéries une résistance à l’amoxicilline, ticarcilline, en

association avec l’acide clavulanique produit une résistance de bas niveau pour les C1G et

pipéracilline. (Lavigne, 2007)

- Céphalosporinase de haut niveau : ce phénotype se traduit par une résistance à tous les β-

lactamines à l’exception des carbapénèmes. Le céphalosporinase est présente principalement

chez Enterobacter cloacae, Escherichia coli et autres entérobactéries. (Gueudet, 2010)

- BLSE (β-lactamase à spectre élargi) : ce sont des B-lactamase de classe A d’après la

classification d’Ambler qui se base sur leur structure moléculaire. Ces enzymes ont la

capacité de dégrader les ATBs y compris les pénicillines, les céphalosporines (C1G, C2G,

C3G et C4G) et les monobactames à l’exception des carbapénèmes et les céphamycines.

(Awa, 2015)

II.5) Phénotype de résistance aux ATB de Staphylococcus aureus

Cette bactérie est naturellement résistante à certains ATBs. Il s’agit d’une résistance aux

monobactames (Aztréonam), aux quinolones (Acide nalidixique) et aux colistines.

(Bougenoun, 2017) Les Staphylocoques ont élaboré plusieurs mécanismes au cours de temps
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pour lutter contre les ATBs, qui sont utilisées pour les éradiquer parmi ces mécanismes nous

avons :

- La résistance à la pénicilline : ce mécanisme repose sur la synthèse d’une enzyme par la

bactérie appelée pénicillinase, qui est capable d’hydrolyser le cycle β-lactame des pénicillines

et les rend inactives. (Ghernaout, 2013)

- Résistance à la méthicilline : dans le milieu hospitalier, des résistances aux ATBs

(pénicilline M) sont de plus en plus observées. Le support de résistance résulte d’une

modification ou d’une altération de la cible transpiptidase des β-lactamines. (Ramdani

Bouguessa et al.,2009)

Les Staphylocoques produisent naturellement 4 molécules de PLP (protéines de liaison à la

pénicilline), mais lorsque la bactérie développe un mécanisme de résistance à la méthicilline,

les SARM (Staphylococcus aureus Résistant à la Méthicilline) synthétise une 5ème PLP

appelée PLP2a qui possède une faible affinité pour les β-lactamines. (Ghernaout, 2013) Les

SARM sont ceux qui ont acquis des résistances chromosomiques par le gène mecA qui code

pour la PLP2a, ce gène fait partie d’un matériel génétique mobile appelée SCC

(Staphylococal Casette Chromosome) et qui est susceptible d’être transmis horizontalement

d’une bactérie à une autre. (El Anzi, 2014)

- Résistance à la vancomycine : le mécanisme de résistance à la vancomycine est lié à un

épaississement de la paroi bactérienne qui piège le peptidoglycane dans les couches

superficielles et l’empêche d’atteindre la membrane cytoplasmique. (Ghernaout, 2013)

II.6) Phénotype de résistance aux ATBs chez Streptococcus sp.

La résistance bactérienne des Streptocoques aux ATBs ne concerne que peu de molécules. Il

s’agit d’une résistance naturelle aux aminosides (résulte d’un défaut de transport). En plus,

d’une résistance observée vis-à-vis à l’azotréonam, colistine, quinolone (Lévofloxacine). (El

abdani, 2016) La résistance acquise se résume ainsi :

- La résistance aux β-lactamines : les Streptocoques possèdent une résistance à tous les β-

lactamines à des niveaux variables, ce qui impose de déterminer la CMI (Concentration

Minimale Inhibitrice) indiquée dans la pathologie (infection concernée). (El abdani, 2016)
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- La résistance aux aminosides (de haut niveau) : la résistance aux aminosides peut résulter

de la résistance à la streptomycine par une mutation chromosomique de la cible et par

l’inactivation des ATBs par des enzymes modificatrices (acétyl-phospho-nuceléotidyl-

transférase). (El abdani, 2016)

II.7) Phénotype de résistance d’Enterococcus sp. aux ATBs

Les entérocoques sont des bactéries qui présentent de nombreuses résistances intrinsèques.

Elles peuvent être résistantes aux β-lactamines /aux quinolones/ acide

fusidique /Sulfaméthoxazol et aux glycopeptides. (Mantion ,2015)

- Résistance aux β-lactamines : cette résistance se traduit par la production d’une enzyme

appelée pénicillinase qui agit sur la pénicilline G et par une modification de la cible suite à

une mutation quantitatives et qualitatives de la PLP. (Douida et al.,2017)

- Résistance à la vancomycine : survient par un mécanisme de mutations affectant la

terminaison du peptidoglycane D-Ala-D-Ala, ne permettant plus la fixation des glycopeptides.

(Madjmaa et al., 2016). Il existe généralement 6 types de résistances aux glycopeptides : Van

A /Van B/Van C/Van D/Van E et Van G. Seule la résistance de type Van C est intrinsèque

(chromosomique) non transférable alors que les autres types Van A, Van B, Van D, Van E et

Van G sont dites acquises. Pour Van A, Van B et Van G, la résistance est inductible et

transférable. (Mantion, 2015)

II.8) Phénotype de résistance aux ATBs chez Pseudomonas aeruginosa

Cette bactérie possède une résistance naturelle aux β-lactamines du fait de la faible

perméabilité de leur membrane externe. (Liazid,2012) La bactérie produit une β-lactamase

chromosomique inductible qui hydrolyse généralement et préférentiellement les

céphalosporines de 1er génération. (Sougakoff et al., 2003) Pseudomonas aeruginosa est

naturellement résistante aux aminopénicillines, benzylpénicilline, C1G, C2G et certain C3G

comme céfotaxime. (Vedel, 2005). Elle est aussi naturellement sensible à d’autres ATBs

comme la Ticarcilline, Piperacilline et certaines céphalosporines (céftazidine), monobactames

et quelques imipénèmes. (Poirel, 2006) Cette bactérie peut acquérir la résistance bactérienne à

un ATB. Celle-ci résulte d’une modification génétique ou de l’acquisition de matériel

génétique étranger. (Liazid, 2012)
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- Résistance enzymatique : la résistance acquise aux carbapénèmes, est initialement liée à un

déficit de la porine OprD2 et peut être maintenant en relation avec la synthèse de bêta-

lactamase de type carbapénamase. (Philippon et Alerte, 2006) Les β-lactamases à large

spectre (BLSE) sont responsables de la résistance à la plupart des β-lactamines chez

Pseudomonas aeruginosa. (Weldhagen et al., 2003) Concernant les céphalosporines de classe

C, des mutations dans le système de régulation de la production de cette β-lactamase

entrainent une production stable à haute niveau d’Amp C qui affecte l’activité de l’ensemble

des β-lactamines à l’exception de celles des carbapénèmes. (Poirel, 2006)

- Résistance non enzymatique : chez Pseudomonas aeruginosa, un système d’efflux

(MexAB-OprM) a été décrit par une augmentation du niveau d’expression de ces protéines. Il

peut entrainer une diminution de la sensibilité aux β-lactamines. (Sougakoff, 2003) De plus, la

résistance peut résulter par la porine OprD2. Cette protéine canalaire de la membrane externe

possède un site spécifique de liaison pour les carbapénèmes et permet leur pénétration

sélective. Toute perte d’Opr D2 entrainera donc une résistance à cet agent antimicrobienne.

(Lahlou et al., 2008) Chez cette bactérie, la modification de la protéine de membrane externe

OprD reste le mécanisme le plus fréquente de la résistance à l’imipenème. (Barbier et al.,

2010)
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Matériel et méthodes

Ce présent travail a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie de l’Etablissement

Publique de l’Hôpital de Thénia. Il consiste en une étude rétrospective (2 avril 2018 jusqu’au

30 avril 2019) cytobactériologique des suppurations pour l’identification des germes les plus

incriminées dans les ISO et de déterminer leurs profils de résistance aux antibiotiques. Ceci a

pour intérêt de bien orienter le prescripteur dans le choix du traitement en cas

d’antibiothérapie probabiliste et d’adapter une antibiothérapie en cours. Aussi, cette étude est

révélatrice de l’environnement bactérien présent dans les des différents services de l’hôpital.

Parmi les objectifs tracés : la détermination de la fréquence des ISO ainsi que l’identification

des différents germes responsables de ces infections, suivi par l’étude de leur profil de

résistance aux antibiotiques.

1) Le matériel biologique

Pour la réalisation de nos objectifs, nous avons procédé à l’échantillonnage de 100 patients

adultes des deux sexes (56 d’homme et 44 de femme). Des prélèvements du pus au niveau des

plaies ont été effectués, chez 17 patients. Pour le reste des patients, les prélèvements étaient

préalablement faits au niveau du laboratoire dans les différents services (Pavillon d’urgence,

Chirurgie Homme, Chirurgie Femme, Maternité, Médecine Homme, Pédiatrie) dans le cadre

d’un travail rétrospectif. On ’a utilisé des ATCC (American Type Culture Collection), qui

sont des souches de références fournies par l’institut pasteur qui nous ont permis de vérifier la

fiabilité et authentification des résultats.

2) Méthodes

2.1) Examen cytobactériologique des échantillons du pus

2.1.1) Réalisation des prélèvements

Avant tout prélèvement, il est important de désinfecter le site opératoire (cutané) du centre

vers la périphérie. S’il s’agit d’une plaie superficielle le prélèvement se fait avec un

écouvillon stérile. Par contre dans le cas d’une plaie fermée ou d’un abcès, le prélèvement se

fait par ponction du pus grâce à une seringue stérile. Cela est suivi d’un étiquetage portant le

nom et prénom du patient, le service d’origine du prélèvement, la date et les renseignements

cliniques du patient.



Matériel et méthodes

19

Les prélèvements sont acheminés au laboratoire rapidement dans les 2 heures qui suivent, à

température ambiante ou à 4°C pour éviter la pullulation microbienne. Lorsqu’il le

prélèvement est utilisé pour la recherche de bactéries anaérobiques, il est préférable de le faire

dans des milieux de transport. Il est aussi possible de conserver une partie des prélèvements

au congélateur à -20°C pour rechercher, ultérieurement, des bactéries spécifiques (des

bactéries intracellulaires difficile à cultiver). (Denis et al., 2011)

2.1.2) Les étapes de l’examen cytobactériologique du pus

a) Examen macroscopique

Cet examen permet de mettre en évidence la couleur et l’odeur du pus (Figure 4). Voici

quelques exemples :

 Un pus jaune, épais qui oriente vers les Staphylocoques ;

 Un pus rouge-brun, serait dû à un mélange avec le sang ;

 Un pus épais et chocolaté, trop purulent avec odeur nauséabonde.

b) Examen microscopique

b.1) Examen cytologique « Coloration au bleu de méthylène »

Principe

Cet examen nous permet de mettre en évidence les différentes cellules et leur aspect.

Essentiellement celui des polynucléaires neutrophiles altérés et des lymphocytes dans les pus

après une coloration au bleu de méthylène. L’examen à l’état frais peut servir aussi comme un

test d’orientation pour le choix des milieux de culture. (Meziane et al., 2018)

La coloration au bleu de méthylène est une technique qui permet de confirmer la cytologie et

d’apprécier la réaction cellulaire car il est important de savoir si la réaction immunitaire est

faite de lymphocytes ou de polynucléaires et de connaitre l’état des cellules (intactes ou

altérés). (Leulmi, 2015)

Protocol

- Verser une solution de bleu de méthylène sur un frottis correctement fixé sur une lame

propre. Le temps de contact est d’une durée allant de 20 à 30 minutes.

- Rincer la lame avec l’eau du robinet, puis sécher entre 2 feuilles de papier buvard.

- Observer la lame au microscope optique Gr10x100. Les structures colorables qui sont des

polynucléaires altérés apparaissent en bleues (Denis et al., 2011) (Figure 5).
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b.2) Mise en culture des isolements

Principe

La méthode d’ensemencement des pus au niveau du laboratoire de microbiologie de l’hôpital

de Thénia se fait par les quatre quadrants. Elle permet d’avoir une estimation semi-

quantitative de la quantité des germes contenus dans les divers prélèvements. (Ortiz et al.,

2014)

Protocol

- Après un examen direct par coloration au bleu de méthylène. On procède à l’ensemencement

à l’aide d’une anse en platine ou d’une pipette pasteur stérile, de quelques gouttes de pus par

stries sur quatre types de géloses : gélose au sang frais (GSF), une gélose au sang cuit (GSC),

une gélose de Chapman et une gélose Mac Conkey ou Bromocrésol Pourpre (BCP). Cela en

réalisant un enrichissement dans un bouillon glucosé tamponné (BGT) (Denis et al., 2011).

- l’incubation des boites se fait dans une étuve normale à 35°C pendant 24-48 heures. Les

boites de pétrie contenant le milieu GSF ou GSC sont incubées dans l’étuve enrichie de 5% à

10% de CO2.

Solutions utilisées :(voir annexe1)
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Figure 4 : différents aspects des pus. (A) : aspect hématique, (B) : aspect purulent et
(C) : aspect trop purulent

Figure 5 : observation microscopique des polynucléaires altérés après coloration au bleu de

méthylène.
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c) Identification des colonies

c.1) Identification microscopique « La coloration de Gram »

Principe

Cette coloration est largement utilisée, elle permet d’étudier les affinités tinctoriales des

germes. Elle donne aussi des renseignements sur la prédominance des espèces présentes

(espèce pure ou une flore complexe). Le résultat permet de distinguer les bactéries à Gram

positif de celles à Gram négatif. (Leulmi, 2015)

Protocol

Etape 1 : Préparation des frottis

A l’aide d’une pipette stérile on prélève une colonie bactérienne. Celle-ci est déposée sur une

lame propre qui contient une goutte d’eau physiologique avec étalement en fine conche. On

termine par fixer la préparation à la chaleur.

Etape 2 : La coloration

- Après séchage de la lame, le frottis est recouvert avec le violet de gentiane pendant 1minute.

L’excès de colorant est éliminé. De même pour le lugol. On le laisse au contact de la lame

pendant 1 minute ;

- La lame est décolorée dans de l’alcool pendant 1à 2 secondes. Cette durée est variable selon

l’épaisseur du frottis, puis rincée à l’eau immédiatement ;

- Recouvrir la lame par la fushine diluée pendant 30 secondes à 1 minute ;

- La lame est enfin lavée puis séchée entre 2 feuilles de papier filtre. Son examination se fait

sous microscope optique Gr10X100 (Figure6). Les bactéries à Gram positif sont colorées le

cytoplasme en violet et les bactéries à Gram négatif sont colorées en rose. (Denis et al., 2011)

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Figure 6 : quelques espèces bactériennes observées après coloration de Gram sous

microscope (Gr10 x 100)
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c.2) Identification biochimique

 Les tests d’orientation

- Test de la catalase

Principe

C’est un test de base dans l’identification des bactéries à Gram positif. La catalase est une

enzyme qui est produite en abondante par les bactéries à métabolisme respiratoire qui peuvent

détruire les peroxydes H2O2 ce qui a un effet létal pour la bactérie. Ce test repose sur la

décomposition de peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau et en oxygène selon la réaction

suivant (Rebiahi, 2012) :

H2O2 1/2O2+H2O Catalase

Technique

- Sur une lame propre sèche, déposer quelques gouttes d’eau oxygénée à 10 volumes,

- Ajouter l’inoculum bactérien à l’aide d’une anse de platine ou pipette de pasteur boutonnée

- Observer immédiatement à l’œil nu (Figure 7)

*catalase positif : se traduit par l’apparition des bulles d’air, dégagement gazeux de

dioxygène

*catalase négatif : absences des bulles d’air ou d’effervescence

Figure 7 : Test de la Catalase (1)



Matériel et méthodes

24

- Test d’oxydase

Principe

Ce test permet la mise en évidence de la production de la bactérie étudié de l’enzyme «

oxydase ». Les bactéries possédant une chaîne respiratoire complète sont dotées d’une

enzyme cytochrome oxydase. L’oxydation de Tétraméthyl-p-phénylènediamine indique la

présence d’une oxydase chez la bactérie oxydase. (El Bouamri, 2017)

Technique

- Sur une lame de verre propre, déposer un disque imprégné de solution d’oxydase fixée par

l’eau distillée à l’aide d’une pipette pasteur stérile flambée, on dépose la colonie à étudier et

observer immédiatement.

*oxydase positif : coloration violette

*oxydase négatif : pas de coloration

- Test sur milieu Clark et Lubs

Principe

Ce milieu permet l’étude de la voie de fermentation de glucose chez les BGN, soit par

l’utilisation de la voie de fermentation des acides mixtes qui sont mis en évidence par le test

de RM (Rouge de méthyle) ce qui conduit à la formation de nombreux acides, soit par

l’utilisation de la bactérie de la voie de fermentation butanediolique qui est mis en évidence

par le test de VP (Voges-Proskauer), ce qui contribue à la production d’acétoine

.(Leulmi,2015)la composition de milieu est présenté en annexe N°1.

Technique

- Ajouter quelques gouttes de suspension bactérienne à l’aide d’une pipette pasteur dans

le milieu Clark et Lubs

- Incuber pendant 24heures à 37°C

- Après incubation, diviser le milieu en deux tubes d’hémolyse

- L’un on va rajouter 2 à 3 gouttes de RM puis observer immédiatement

- L’autre tube rajouter quelques gouttes de VP1 et VP2, agiter le tube pour favoriser

l’oxygénation, lire au bout de 15 minutes (Figure 8) :

RM : la réaction positive se traduit par l’apparition d’une couleur rouge

La réaction négative se manifeste par un couleur marron de milieu
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VP : la réaction positive se manifeste par apparition d’une couleur rouge en surface

La réaction négative se manifeste pas de changement de couleur

A : Test de VP (1) B : Test de RM

Figure 8: test de Clark et Lubs

 Galerie biochimique

- Test de Coagulase

Principe

Ce test permet l’identification de Staphylococcus aureus. La propriété de Staphylococcus

aureus de provoquer la coagulation d’un plasma recueilli sur anticoagulant est un critère

important de son identification. Elle est due à la sécrétion d’une enzyme thermostable ; la

staphylocoagulase ou coagulase. La staphylocoagulase agit en liaison avec la prothrombine et

en absence de calcium (Touaitia, 2016).

Technique

- Dans deux tubes stérile secs qui contenant de plasma de patient (témoin coagulation 100), à

l’aide d’une pipette pasteur stérile, on va ensemencer l’un des tubes par la souche à tester et

l’autre par la souche ATCC de Staphylococcus aureus qui servira comme un témoin

- Mélanger puis placer à 37°C. La lecture doit être effectuée toute les heures au moins

pendant les cinq premières heures (Figure 9) :

*coagulase positif : se traduit par la coagulation du plasma

*coagulase négative : pas de coagulation de plasma
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Figure 9 : test de Coagulase (2)

- Gélose TSI (Triple Sugar Iron)

Principe

La gélose TSI (annexe N°1) permet l’identification des Entérobactéries. C’est un milieu

différentiel qui permet la mise en évidence de la fermentation du glucose, lactose et/ou

saccharose, ainsi que la production de gaz et du H2S. (Mamdouh et al., 2018)

Technique

- Prendre quelques gouttes de la suspension bactérienne à l’aide d’une pipette pasteur ou

d’une anse en platine. Ensemencer à la surface inclinée par des stries serrées et le culot par

piqûre centrale.

- Incuber à 37°C pendant 24 heures.

- L’utilisation de l’un des sucres se traduit par un virage au jaune de l’indicateur (rouge de

phénol) (Figure 10) :

 Fermentation positive du lactose : virage au jaune de la pente

 Fermentation positive du saccharose : virage au jaune de la région médiane

 Fermentation positive du glucose : virage au jaune fond de tube

 Production de gaz : présence de bulle d’air

 Production de H2S : qui se traduit par noircissement du tube

A : fermentation de lactose B : production de H2S

Figure 10: test sur gélose TSI
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- Test sur milieu Citrate de Simmons

Principe

Ce milieu (annexeN°1) permet de savoir si la bactérie utilise le citrate comme seule source de

carbone et d’énergie, ce milieu contient de bromothymol comme indicateur de pH.

L’utilisation du citrate se traduit par alcalinisation du milieu et d’un virage du bleu de

bromothymol (vert) au bleu. (Mamdouh et al., 2018)

Technique

- Prendre une goutte de la suspension bactérienne, ensemencer la pente par une strie unique

centrale à l’anse de platine ou pipete de pasteur.

- Mettre dans une étuve normale à une température de 37°C pendant 24 heures.

- la lecture se fait comme suit (Figure 11) :

*Réaction positif : virage de l’indicateur de pH au bleu, il a eu alcalinisation de milieu et la

souche a utilisé le citrate.

*Réaction négatif : pas de virage de couleur, pas d’alcalinisation, et donc la souche n’a pas

utilisé le citrate

Figure 11 : test sur milieu Citrate de Simmons

- Test de Mannitol Mobilité

Principe

C’est un milieu semi-solide contient de mannitol et de rouge de phénol comme indicateur de

couleur (annexe N°1), il consiste à la recherche de la fermentation de mannitol qui se traduit

par acidification de milieu, et de mobilité bactérienne. (Mamdouh,2018)
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Technique

- A l’aide d’une pipette pasteur stérile ou une anse en platine, ensemencer le milieu par piqure

centrale ;

- Incuber à 37°C pendant 18-24 heures, ce milieu est utilisable uniquement pour les bactéries

fermentaires.

- L’interprétation des résultats se fait par lecture directe (Figure 12) :

*Réaction positif : fermentation du mannitol se traduit par un virage de l’indicateur colorée

de rouge vers le jaune. La mobilité se traduit par l’apparition d’un trouble au milieu dû à la

diffusion des bactéries.

*Réaction négatif : pas de changement de couleur

Figure 12 : test de Mannitol Mobilité

- Test de Mueller Falkow (LDC, ODC, ADH)

Principe

Ce milieu de Moeller Falkow (annexe N°1), permet la recherche des décarboxylases et

dihydrolase bactérienne par la mise en évidence de l’acidification du milieu et sa

réalcalinisation due à une baisse du pH. (Meziani, 2012)

Technique

- Ensemencer la suspension bactérienne à étudier dans les trois tubes contenant les milieux de

Moeller,

- Rajouter quelques gouttes de l’huile de vaseline car il s’agit d’enzymes anaérobies.

- Incuber les trois tubes et le tube témoin à 37°C pendant 18 heures.

- l’interprétation des résultats se fait par une lecture directe (Figure 13) :

Réaction positive : coloration violette

Réaction négative : pas de changement de couleur.
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Figure 13 : test sur milieu Mueller Falkow

- Test sur milieu FERGUESON

Principe

C’est un milieu (annexe N°1) qui fournit un ensemble des résultats utiles à l’identification de

nombreux germes notamment les Enterobacteriaceae via la détection entre autres de l’uréase

qui est une enzyme qui hydrolyse l’urée. (Denis et al., 2011)

Technique

- Prélever à l’aide d’une pipette pasteur boutonnée stérile et flambée quelques colonies

bactériennes puis les déposer sur le milieu FERGUESON homogénéisé,

- incuber à 37°C pendant 24 heures, puis diviser le contenu en 2 tubes :

Tube 1 : ajouter quelques gouttes du réactif de kovacs pour mettre en évidence la production

d’indole

Tube 2 : pour la recherche de TDA, ajouter quelques gouttes de perchlorure de fer.

- la lecture se fait comme suit (Figure 14) :

* Uréase positif : couleur rose-rouge

* Uréase négatif : pas de changement de couleur

*Indole positif : anneau rouge

*Indole négatif : absence d’anneau

*TDA positif : coloration brune (marron)

*TDA négatif : pas de changement de couleur
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A: Test d’Uréase B: Test d’Indole C: Test de TDA

Figure 14: test sur milieu Fergueson

 Galerie API 20E

Principe

L’API (Appareillage Procédé d’Identification) 20E BioMériaux est un système classique

d’identification des Entérobactéries et autres BGN, comprenant 20 tests biochimiques

miniaturisés et 20 microtubes contenant chacune des substances déshydratées qui sont

inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactifs produits après incubation se traduisent

par des virages de coloration ou sont révélés par l’addition des réactifs. (Hnich, 2017)

Protocol

- Préparation de la galerie

Prendre le couvercle de la galerie qui contient des alvéoles. A l’aide d’une seringue stérile on

ajoute 5 ml d’eau distillé dans le but de créer une atmosphère humide.

- Préparation de l’inoculum

Prélever quelques colonies bien isolées de la souche à tester puis réaliser une suspension

bactérienne dans de l’eau distillée en s’assurant de l’homogénéisation des bactéries dans le

milieu.

- L’ensemencement

Après préparation de l’inoculum à l’aide d’une pipette pasteur ou seringue on remplit les

cupules avec la suspension bactérienne.

Pour les tests CIT (Citrate) VP (VogesPskaur) et CEL (Gélatinase), on va remplir les tubes et

les cupules. Par contre pour les autres tests, on remplit uniquement les tubes et non les
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cupules avec création d’anaérobiose dans les tests ADH (Arginine dihydrolase), LDC (Lysine

décarboxylase), H2S (production d’H2S), URE (Uréase), ODC (Ornitine décarboxylase) en

remplissant leurs cupules par l’huile de vaseline.

- Incuber à 37°C pendant 18-24 heures

- La lecture de la galerie API20E se fait à l’aide du tableau de lecture et l’identification qui est

obtenue à l’aide du catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification (Figure 15) et

(Annexe 3).

A : préparation de la galerie B : préparation de l’inoculum

C : inoculum bactérienne D : ensemencements de la galerie

Figure 15 : étapes de préparation de la galerie API20E
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c.3) Antibiogramme

Principe

C’est un test de sensibilité qui permet d’étudier la sensibilité ou la résistance d’une ou de

plusieurs souches à un ou plusieurs ATB donnés. Le principe de ce test consiste à utiliser des

disques en papier buvard imprégnés d’une concentration fixe d’ATB.

Méthode

- Le Milieu Muller Hinton qui est utilisé pour l’antibiogramme doit être coulé dans des boites

de pétri sur une épaisseur de 4 mm Les géloses doivent être séchées avant l’emploi.

- A partir d’une culture pure de 18 à 24 heures sur milieu d’isolement approprié, racler à

l’aide d’une anse en platine quelques colonies bactériennes.

- Décharger l’anse dans 5 à 10 ml d’eau physiologique stérile à 0.9%, bien homogénéiser la

suspension bactérienne. Sa capacité doit être équivalente à 0,5 MF(Macfarland)

- Tremper un écouvillon stérile dans l’inoculum puis l’essorer en le tournant contre la paroi

interne du tube afin de décharger au maximum.

- Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosé (milieu Muller Hinton), séché de haut

en bas, en stries serrés. Répéter l’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° à chaque fois,

sans oublier de faire pivoter l’écouvillon sur lui-même. Finir l’ensemencement en passant

l’écouvillon sur le périphérique de la gélose

- Déposer les disques d’antibiotiques sur la boite de pétrie (Il est préférable de ne pas mettre

plus de 6 disques sur une boite de 90 mm).

- Presser chaque disque d’ATB à l’aide de pince bactériologique stérile et ne pas déplacer les

disques après leur application. Puis incuber les boites à 35°C pendant 24-48 heures.

- Après cette incubation, mesurer avec précision les diamètres des zones d’inhibition. Pour les

bactéries testées sur Muller-Hinton simple, les mesures seront prises en procédant par

transparence à travers le fond de la boite de pétri fermée.

- Pour les bactéries testées sur Muller- Hinton au sang, les mesures des diamètres de zones

d’inhibition seront prises avec des boites de pétri ouvertes et bien éclairées.

- Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques dans la table de lecture

correspondantes. Les bactéries sont classées dans l’une des 3 catégories suivantes :

S/Sensible, R/Résistante, I/Intermédiaire. (CLSI, 2011)
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Notion de bactériostase et de bactéricide

Les interactions bactérie-antibiotique dans le temps en présence de concentration croissante

d’ATB se traduit soit par un ralentissement de la croissance bactérienne (Bactériostase), ou

par la mort de la population bactérienne (Bactéricide). Le terme bactériostase est le

phénomène qui permet le ralentissement de la croissance bactérienne, elle est quantifiée par la

CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) ; c’est la plus faible concentration d’ATB pour

laquelle il n’y a pas de croissance visible à l’œil nu, après 18 heures d’incubation de la souche

bactérienne étudiée (Denis et al., 2011). Par contre, le terme bactéricide représente l’effet létal

de l’ATB, quantifiée par la CMB (Concentration Minimale Bactéricide) ; c’est la plus faible

concentration d’ATB laissant après 18 heures d’incubation un % de survivants inférieure ou

égale à 0 ,01% de l’inoculum de départ.

c.4. Les tests complémentaires

c.4.1) Test de détection des BLSE (test de synergie)

Principe

Les BLSE (β-lactamines à spectre élargi) ont était mises en évidence par la recherche d’une

synergie entre l’acide clavulanique et les céphalosporines de 3ème génération. Ce test permet la

détection des BLSE chez une souche donnée. Les enzymes sont mises en évidence par la

méthode des disques qui consiste à rechercher une image de synergie entre un disque d’ATB

qui contient un inhibiteur de β-lactamase et les disques de céphalosporine de 3ème génération

(ex : céfotaxime, céftazidine……). Cette image est appelée « bouchon de champagne ».

Méthode

- On dépose les disques d’ATB sur une boite pétri contenant le milieu Muller Hinton : à l’aide

de pince stérile (Figure 16), on va prendre des disques d’ATB d’amoxicilline + acide

clavulanique (AMC20/10ug), et des disques de C3G (CTX 30ug, FEP 30ug, CAZ 30ug) et

azotréonam (ATM 30 ug) puis on les déposes à une distance de 20-30mm sur la boite de pétri.

- Les boites sont incubées à 37°C pendant 18 heures. La production des BLSE se traduit par

l’apparition d’une image de synergie « bouchon de champagne » entre les disques d’AMC et

C3G. (Lagha, 2015)
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Figure 16: disposition des disques d’ATB dans le Test de synergie (3)

c.4.2) Test de trèfle (recherche de β-lactamase)

Principe

Ce test permet la recherche de sécrétion de l’enzyme β-lactamase pour la plupart des souches

comme ex : Staphylococcus aureus et Entérococcus sp.

Méthode

- Préparer l’inoculum bactérien à partir d’une culture pure de 18-24 heures de la souche à

tester (sensible à la pénicilline) (Figure17)

- Ensemencer la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923 (sensible à la pénicilline) sur

gélose Muller Hinton

- Appliquer un disque d’ATB (ampicilline) au centre de la boite

- Sur cette couche, ensemencer en stries du centre de la boite à la périphérie la souche à teste,

la souche qui va servir de témoin négatif en l’occurrence (Staphylococcus aureus ATCC

25923) et une souche témoin positif (Staphylococcus aureus ATCC 43300, résistante à la

méthicilline MRSA)

- Incuber les boites à l’étuve normale 37°C pendant 18-24 heures. La production de β-

lactamase (pénicillinase) par la souche à étudier et la souche témoin induit la culture de la

souche témoin négatif (sensible à la pénicilline) jusqu’au contact du disque d’ampicilline.

(Madjmaa et al., 2016)
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Figure 17 : matériel utilisés pour le Test de trèfle

c.4.3) Le test de détection des MRSA (Staphylococcus Aureus Résistant à la Méthicilline)

par méthode de diffusion du disque de céfoxitine 30ug :

Principe

Ce test permet une détection plus fiable des souches développant une résistance à la

méthicilline, la céfoxitine. Elle est actuellement préférée en routine, mais la détection de la

résistance reste difficile pour les SCN (Staphylocoque à Coagulase Négative) à part pour

Staphylococcus lugdunensis et Staphylococcus saprophyticus. (Courvalin, 2012)

Méthode

- Préparer l’inoculum bactérien avec une concentration de 5×10-6 UFC /ml (voir

antibiogramme) puis procéder à l’ensemencement grâce à un écouvillon sur un milieu Muller

Hinton.

- Déposer le disque de céfoxitine 30ug et incuber à 37°C pendant 24-48 heures (Figure 18)

- Si le diamètre obtenu est égal ou supérieur à 27 mm, la souche est dite sensible. Elle est

classée SASM (Staphylococcus aureus sensible à la méthicilline). Par contre, si le diamètre

est supérieur à 27mm, la souche est dite résistante est classé SARM (Staphylococcus aureus

résistant à la méthicilline). (Touaitia, 2016)

Témoin positif
(souche résistant
à la pénicilline)

Témoin négatif
(souche sensible
à la pénicilline)

Souche à tester
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Figure 18: détection de MRSA par méthode de diffusion de disque de céfoxitine

3) Enquêtes :

Trois enquêtes ont été réalisées, dont l’une est effectuée par nous-même et les deux autres ont

été réalisées par l’équipe de laboratoire de microbiologie durant la période de l’étude

rétrospective .Les écouvillonnages ont été réalisés par le service de prévention au niveau des

différents sites à l’intérieur des blocs opératoires des services suivants : Chirurgie générale,

chirurgie orthopédique et CCI (Clinique Chirurgicale Infantile) afin de vérifier le niveau

d’hygiène atteint dans ces blocs et d’évaluer le degré de contamination des lieux.

La méthode est comme suit :

A l’aide d’un écouvillon mouillé avec l’eau physiologique stérile, frotter les sites choisis

(table, salle septique plateau, respirateur, boite d’instruments, sol, mur, scialytique) qui seront

acheminés directement au laboratoire et ensemencés dans les différents milieux.
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Au cours de notre période de stage, s’étalant du 2 avril 2018 au 30 Avril 2019, 17

prélèvements ont été collectés et analysés avec 83 autres prélèvements précédemment reçu

dans le laboratoire de microbiologie de l’hôpital de Thénia pour suspicion d’infections post

opératoires.

1) Répartition des ISO selon le service d’origine des patients

La répartition des prélèvements du pus en fonction des services d’origine est illustrée ci-

dessous (Figure 19). Cette figure montre la répartition des infections des sites opératoires

selon l’origine des patients analysés dans notre travail. Le taux le plus élevé de malades est

retrouvé au niveau du service de Pavillon d’urgence avec 52 % des malades analysés. Suivi

par 30% de patients externes. A la troisième position, on retrouve le service de maternité avec

un nombre de 8 malades suivi par le service de chirurgie femmes et chirurgie hommes avec 4

et 3 patients respectivement. Les 3 malades restant proviennent d’autres services (pédiatrie et

médecine homme).

Figure 19 : répartition des ISO selon le service
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2) Répartition des ISO selon les résultats des cultures bactériennes

Durant notre période d’étude, l’analyse des prélèvements du pus a donné lieu à 66% de

cultures positives et 24% de cultures négatives. Dix pourcent des cultures ont présenté un

développement poly-microbien (Figure 20).

Figure 20 : répartition des ISO selon les résultats de cultures

3) Identification des souches isolées

3.1) Identification macroscopique

Dans notre étude, nous avons pu isoler plusieurs germes incriminés dans les ISO. Les résultats

de l’identification à savoir l’étude de l’aspect macroscopique, la coloration de Gram et les

tests biochimiques sont bien détaillés dans les Tableaux 6 et 7 respectivement. Au total nous

avons isolés 48 bacilles Gram négatif et 33 Cocci Gram positif, soit un total de 81souches

bactériennes. Les bacilles Gram négatif représenteraient donc les premiers agents étiologiques

des ISO avec un pourcentage de 59% contre 41% pour les Cocci Gram positif.

66%

24%

10%

Culture positive

Culture négative

Flore poly-microbienne
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Tableau 6 : Aspect macroscopique des souches isolées après culture

Espèces Milieux de
culture

Caractères culturaux

Escherichia coli Hektoen Colonies lisses, opaques souvent régulières

Klebsiella pneumoniae Hektoen Colonies muqueuses et bombées

Proteus sp. BCP Colonies envahissantes et muqueuses

Streptococcus sp. GSC Très fines colonies grises brillantes en grain

Enterococcus sp. GSC Colonies rondes, lisses, à bords réguliers

Staphylococcus aureus Chapman Petites colonies de couleur jaune, rondes,
bombées et lisses à contours réguliers avec un
virage de couleur du milieu vers le jaune

Pseudomonas aeruginosa Hektoen Colonies moyennes, saumonées, arrondies,
bombées à contours réguliers

Tableau 7 : Les caractères biochimiques des souches isolées. (+) : Positif, (-) : Négatif, Glu :

Glucose, Cit : Citrate, Man : Mannitol, Mob : Mobilité, Urée : Uréase, Ind : Indole

3.2) Identification biochimique

3.2.1) Identification des Entérobactéries

L’étude biochimique des Entérobactéries nous a permis d’identifier trois espèces de bactéries

à savoir Escherichia coli, Proteus mirabilis et Proteus vulgaris (Figure 21, 22et 23)

Germes Gram Glu H2S Cit VP Mob Urée Ind ADH LDC ODC

Escherichia coli Bacille
Gram -

+ - - - + - + - - +

Proteus mirabilis Bacille
Gram -

+ + - - + + - - - +

Proteus vulgaris Bacille
Gram -

+ + - - + + - + - -

Klebsiella
pneumoniae

Bacille
Gram -

+ - + + - + + - + -
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Figure 21 : profil biochimique d’Escherichia coli

Figure 22 : profil biochimique de Proteus mirabilis

Figure 23 : profil biochimique de Proteus vulgaris

4) Répartition des ISO selon les bactéries identifiées

Les analyses microbiologiques nous ont permis de mettre en évidence plusieurs espèces

bactériennes. La Figure 24 ci-dessous montre la répartition des ISO selon les différentes

espèces bactériennes.
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Figure 24 : répartition des ISO selon les germes identifiés

Ainsi, nous constatons que 23% des souches impliquées dans les ISO sont des

Staphylococcus aureus, suivie des Streptocoques (10%) et d’Escherichia coli (9%). En

quatrième position on retrouve Enterococcus feacalis (7%), suivi de Pseudomonas aeruginosa

et de Proteus sp (6%). En dernier, nous avons Klebsiella pneumoniae avec un taux de 4%. Il

est important de noter que 35% des bactéries (BGN) impliquées dans les ISO restent non

identifiés suite à une rupture des réactifs au niveau du laboratoire.

5) Résultats des antibiogrammes

5.1) Entérobactéries

Les souches d’Entérobactéries identifiées ont été testées pour leur sensibilité à différents

antibiotiques par la méthode de l’antibiogramme (Figure 25). Les résultats de

l’antibiogramme standards sont montrés en annexe N°4. Le taux de résistance et de sensibilité

des Entérobactéries aux antibiotiques testés est illustré dans la Figure 26.

Après l’analyse de ces résultats, nous avons noté des taux de résistances des Entérobactéries

remarquables aux β-lactamines (association amoxicilline + acide clavulanique 40%,

Céfazoline 45,5%, Cefoxitine24, 3%, Céfotaxime 32,4%). En ce qui concerne la résistance

aux aminosides (Amykacine et Gentamycine) et à la fluoroquinolone (Ciprofloxacine), nous

avons noté des taux de résistance de 8,3%, 8,6% et 16,7% respectivement. La résistance des

Entérobactéries au Chloramphénicol et Cotrimoxazol est de l’ordre de 9,5% et 4, 3%

respectivement.
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Figure 25 : antibiogrammes obtenus pour les souches d’Entérobactéries.

Figure 26 : représentation graphique de résistance des Entérobactéries aux antibiotiques

testés.

 Test de synergie

La recherche de BLSE est réalisée grâce au test de synergie par la formation d’une image

caractéristique en « bouchon de champagne » entre un inhibiteur (AMC, amoxicilline + acide

clavulanique) et de (ATM, Aztréonam) en Figure 27. Ce test permet la détection de la

production d’une β-lactamase à spectre étendue chez une souche donnée par la formation

d’image de synergie décrite précédamment (Lagha, 2015).
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Figure 27 : antibiogramme caractéristique d’une Entérobactérie productrice de BLSE avec

aspect en bouchon de champagne.

5.2) Staphylococcus aureus

Les souches de Staphylococcus aureus identifiées ont été testées pour leur sensibilité et

résistance aux différents antibiotiques par la méthode de l’antibiogramme (Figure 28). Les

résultats de l’antibiogramme relatif à la résistance ou à la sensibilité de Staphylococcus aureus

vis-à-vis des antibiotiques testés sont représentés dans la Figure 29.

Figure 28 : antibiogramme de Staphylococcus aureus
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Figure 29 : représentation graphique de résistance de Staphylococcus aureus aux

antibiotiques testés

A partir de la figure, on remarque que Staphylococcus aureus possède une résistance totale à

la pénicilline (100%). Aussi, 45,5% des souches sont résistantes à la Céfoxitine, il s’agit des

SARM. Une résistance remarquable a été constatée aussi pour l’érythromycine avec un taux

de 44,4%. A l’inverse, aucune résistance n’a été observée pour la Gentamicine, la

Vancomycine et le Chloramphénicol. A l’inverse, les souches ont montré de faibles taux de

résistances pour la Pristinamycine (7,7%), la Tétracycline (28,6%), la Ciprofloxacine (8,3%),

la Cotrimoxazol (14,3%) et l’Acide fusidique (25%).

 Test de trèfle

Une image de trèfle était bien visible avec les souches de Staphylococcus aureus, ce qui

indique que ces derniers produisent une pénicillinase (β-lactamase) (Figure 30)
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Figure 30 : production de β-lactamase chez Staphylococcus aureus

 Test de MRSA

A l’aide du test de céfoxitine, nous avons pu identifier 5 souches de Staphylococcus aureus

résistantes à la méthicilline (SARM), sur les 19 isolats, avec des diamètres ≤ 19. Le reste des

souches sont dite Sensibles à la Méthicilline (SASM) (Figure 31).

Figure 31 : Test de MRSA positif

Souche à tester
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25923
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Le diamètre
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5.3) Streptococcus sp.

Les résultats de l’antibiogramme relatif à la résistance et la sensibilité de Streptococcus sp

vis-à-vis des antibiotiques testés sont représentés en pourcentage dans la Figure 32.

Figure 32 : représentation graphique de résistance de Streptococcus sp. aux antibiotiques

testés

Ces résultats montrent que la résistance la plus élevée des Streptocoques est celle vis-à-vis de

l’Erythromycine (60%) suivi par la Tétracycline (50%). Il existe une faible résistance vis-à-

vis de la Clindamycine et le Cotrimoxazol avec des taux de 25% et 33,3% respectivement. En

revanche, aucune résistance n’a été enregistrée à la Pénicilline, la Pristinamycine,

l’Ofloxacine et la Vancomycine.

5.4) Enterococcus sp.

Les résultats de l’antibiogramme standards et les diamètres des zones d’inhibition sont

représentés en annexe N°4. Le taux de résistance et de sensibilité aux antibiotiques des

Entérocoques est illustré dans la Figure 33.
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Figure 33 : représentation graphique de résistance d’Enterococcus sp. aux différents
antibiotiques utilisés.

D’après ces résultats, nous constatons la présence d’une résistance quasi totale (100%) de

l’Enterococcus sp. à la Pénicilline et à la Céfotaxime. C’est une résistance naturelle déjà

testée pour un intérêt taxonomique. Cette espèce bactérienne est aussi résistante à

l’érythromycine avec un taux de 66,7%. Les souches d’Entérocoques présentent le même

pourcentage de sensibilité et de résistance (soit 50%) pour le Chloramphénicol. A l’inverse,

une sensibilité totale (100%) a été notée au contact du Ciprofloxacine, Levofloxacine, Furane,

l’acide fusidique et de la Vancomycine.

5.5) Pseudomonas aeruginosa

Après identification des souches de Pseudomonas aeruginosa, ces dernières ont été testées

pour leur sensibilité et résistance vis-à-vis des différents antibiotiques par la méthode de

diffusion des disques (Figure 34).

Figure 34: résultats de l’antibiogramme de la souche de Pseudomonas aeruginosa
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D’après les résultats de l’antibiogramme standard et les diamètres des zones d’inhibition

obtenus qui sont montrés dans l’annexe N°4, les taux de résistance et de sensibilité aux

antibiotiques testés pour Pseudomonas aeruginosa sont illustrés dans la Figure 35.

Figure 35 : représentation graphique de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux

antibiotiques testés

Au vu des résultats obtenus, nous constatant que les souches de Pseudomonas aeruginosa

isolées ont exprimé une résistance aux différentes familles d’antibiotiques utilisés mais à des

degrés variables. Les taux de résistance les plus élevés ont été enregistrés à l’égard des

différents β-lactamines (Ticarcilline + acide clavulanique, Ticarcilline, Piperacilline,

Céftazidine) soit un taux de 60%. Quant aux aminosides, les souches ont montré des taux de

résistance remarquables pour Amykacine (66,6%), Gentamicine (60%) et une faible résistance

pour le Tobramycine (33,3%) et le Netilmicine (20%). Une bonne activité a été maintenue sur

75% des souches pour la Ciprofloxacine.
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6) Enquête sur le niveau d’hygiène à l’hôpital de Thénia

Les résultats des enquêtes réalisées sont résumés dans les tableaux 8, 9 et 10.

Tableau 8 : résultats de l’enquête effectuée au CCI (Clinique Chirurgicale Infantile)

En date du 16/11/2018

Sites de prélèvements Résultats

Table Négative

Salle septique plateau Négative

Respirateur Positive (présence de levure)

Boite d’instrument Négative

Scialytique Négative

Sol Négative

Tableau 9 : résultats de l’enquête effectuée au niveau du bloc de chirurgie

En date du 5/03/2019

Sites de prélèvements Résultats

Respirateur salle I Positif (BGN oxydative+ des levures) de

source endogène

Mur Négative

Scialytique salle I Négative

Respirateur salle II Négative

Scialytique salle II rouillé Négative

Respirateur salle III Négative

Mur de couloir Négative

Mur de labié salle III Négative
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Tableau 10 : Les résultats de l’enquête effectuée au niveau du bloc orthopédique

En date du 16/04/2019

Sites de prélèvements Résultats

I : Bloc d’urgence

Scialytique Négative

Table porte instrument Négative

Table opératoire Négative

Respirateur Négative

Table porte instrument Négative

II : Salle I

Mur
Absence des germes pathogènes

Table opératoire

Scialytique

Respirateur
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La résistance aux antibiotiques dans le milieu hospitalier, constitue un problème majeur et un

facteur essentiel pour la sélection des bactéries multi-résistantes à de nombreux ATBs. C’est

dans ce contexte que nous avons réalisés une étude rétrospective allant de 2 avril 2018

jusqu’au 30 avril 2019, au sein du laboratoire de microbiologie de l’EPH de Thénia.

L’analyse des résultats de 100 prélèvements de pus nous ont permis de faire un certain

nombre de constatation et discussion portant sur les différentes bactéries isolées des plaies

opératoires et leur antibiorésistance.

L’analyse des patients en fonction de leur service d’origine nous a permis de constater que le

plus grand nombre d’interventions chirurgicales est pratiqué en chirurgie générale (pavillon

chirurgie) avec un taux de 52%. Ceci s’explique par le fait que l’EPH de Thénia reçoit

beaucoup de malades de la région de plusieurs endroits (Wilaya de Boumerdes et parfois

même la wilaya de Bouira). Aussi, nous avons des patients qui subissent des interventions

chirurgicales au niveau de l’annexe orthopédique de Boumerdes ou bien dans d’autres

hôpitaux et cliniques privées et qui viennent après leurs opérations pour des soins post-

opératoires. Nous avons aussi détecté la présence d’un faible taux d’infections post

opératoires dans le service de maternité avec un pourcentage de 8%, cela est probablement dû

au fait que la césarienne n’est pas beaucoup pratiquée dans le milieu hospitalier sauf en cas de

complications pour la maman ou bien le bébé. En ce qui concerne les services de chirurgie

homme et femme nous avons noté la présence d’un taux plus faible de 3% et 4%

respectivement par rapport aux autres services.

Les infections des plaies opératoires ont une étiologie bactérienne. La recherche des germes

responsables a donné lieu à 66% de culture bactériennes positives, 24% de culture négatives.

Ces dernières s’expliquent par la présence des germes exigeants et qui ne poussent pas dans

les milieux usuels notamment les germes anaérobiques. Le pourcentage restant à savoir 10%

des cultures sont poly-microbiennes indiquant la présence de contamination dues à de

mauvaises conditions d’asepsie. Nos résultats sont proches de ceux d’Abdoulaye (2018) soit

un pourcentage de 71% de cultures positives, mais sont inférieures à ceux trouvés par

Ouédraogo (2011) avec 84,8% de cultures positives au Burkina Faso. Cela confirme bien que

la culture bactérienne demeure plus sensible que l’analyse microscopique dans le diagnostic

biologique des ISO, surtout dans les prélèvements du pus.

L’analyse de la répartition des souches isolées à partir du pus et leur coloration selon Gram,

nous a permis de constater que les bacilles à Gram négatif sont les plus dominantes avec un
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taux de 59%. Ceci pourrait être dû à la résistance élevée de ces bactéries par rapport aux

isolats à Gram positif et donc à leur persistance dans les plaies infectées. La plupart des

germes incriminés dans les ISO sont d’origine fécale et sont représenté essentiellement par

des bacilles. Nos résultats sont semblables à ceux de Faye-Ketté (2008), Ouédraogo et al.

(2011), Raza et al. (2013) et Aly et al. (2008). Par contre Wassef et al. (2012) à montrer dans

ces résultats que les Cocci à Gram positif sont les plus fréquents par rapport au bacille Gram

négatif.

Quant à l’identification des différentes souches impliquées, nous constatant que l’espèce la

plus dominante est Staphylococcus aureus avec un taux de 23%. C’est une bactérie présente

généralement dans les narines antérieures chez certaines personnes (portage sain). Cette

bactérie peut donc facilement contaminer les plaies et causer des infections. De plus,

Staphylococcus aureus possède un grand nombre de facteurs de virulence. Ces résultats sont

identiques à ceux de Chadli et al. (2005), Bercion et al. (2006), Khorvash et al. (2008),

Mahesh et al. (2010), Afle et al. (2018), Abdoulaye et al. (2018) et Kanassoua (2015) qui ont

montrés la présence majoritaire de Staphylococcus aureus dans les ISO. Néanmoins, Faye-

Ketté (2008) avait rapporté une nette prédominance de Pseudomonas aeruginosa (36,28%)

ainsi que Chevalier et al. (2004), Bouaré (2010) et Ouédraogo et al. (2011) qui ont observé la

prédominance d’Escherichia coli. Cette différence dans la distribution bactérienne semble être

liée à plusieurs facteurs, notamment la nature du site chirurgical lui-même, le site de la plaie,

le type d’antibiotique prophylactique utilisé pour la prévention des infections, l’écologie

microbienne de l’hôpital et surtout du service concerné.

Afin de prospecter le profil de résistance des bactéries isolées des plaies chirurgicales

infectées, nous avons testé la sensibilité de ces souches par rapport à différents antibiotiques

par la méthode de l’antibiogramme. L’analyse du profil des Entérobactéries montre des taux

de résistances remarquables aux β-lactamines : association amoxicilline/acide clavulanique

40%, Céfazoline 45,5%, Cefoxitine24, 3% et Céfotaxime 32,4%. Ces taux sont inférieurs à

ceux rapportés par Derguini et al. (2014) à savoir un taux élevé de résistance à l’amoxicilline

et à l’acide clavulanique (95,65%), du Céfoxitine (100%) et du Céfotaxime (95,65%). Cela

peut très bien s’expliquer par le fait qu’à l’hôpital de Thénia, il n’y a pas le développement de

beaucoup de résistances aux β-lactamines contrairement aux grands hôpitaux. En plus de sa

localisation rurale, de l’absence d’un service de réanimation à l’EPH de Thénia, les médecins

ne prescrivent pas beaucoup d’ATBs à large spectre.
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D’autre part, les Entérobactéries ont montrées une sensibilité totale à la Fosfomycine et les

Imipenèmes. Ces résultats concordent avec ceux de Bougenoun (2017) obtenu à l’hôpital de

Guelma. Les Imipenèmes et Fosfomycine sont considérées comme deux molécules

d’antibiotiques de choix efficaces pour traiter les infections à Entérobactéries surtout lorsqu’il

s’agit des BLSE. La Fosfomycine est réservée uniquement pour les infections urinaires en

Algérie, mais elle pourrait être utilisée pour traiter d’autres infections. Par ailleurs, les

aminosides comme (Amykacine 8.3%, Gentamicine avec 8.6%) et le Fluoroquinolone

(Ciprofloxacine soit un taux de 16.7%), ont gardé leur activité, mais les médecins ne

prescrivent pas ces molécules pour traiter les infections hospitalières du fait de leur forte

toxicité, leur forme injectable et beaucoup d’effet secondaires. Ces résultats sont inférieurs à

ceux trouvés par Saidani et al. (2006) et Saadaoui (2008) à Rabat.

Après l’analyse du phénotype de résistance aux β-lactamines chez les Entérobactéries, nous

avons détecté un faible pourcentage de souches productrices de β-lactamases à spectre étendu

(BLSE) soit un taux de 7%, et le restes sont des Entérobactéries non productrices des BLSE

(93%). Nous constatant que le faible taux observé de BLSE revient au coût très cher et à la

rareté de la molécule d’AMC (amoxicilline + acide clavulanique) dans notre communauté.

Les résultats de l’antibiogramme relatif à Staphylococcus aureus ont montré une résistance

totale à la Pénicilline. Cette résistance pourrait s’expliquer par la sécrétion d’une enzyme

appelé la pénicillinase (β-lactamase), il s’agit d’une enzyme qui agit sur les β-lactamines par

l'ouverture du cycle de β-lactame au niveau de la liaison amide, selon une réaction

d'hydrolyse suite à l’activation d’une molécule d'eau (Ramoul, 2014).

La résistance à la Céfoxitine a montré que les souches de Staphylococcus aureus sont

résistantes à la méthicilline (SARM), avec un taux de résistance de 45,5% de la totalité des

souches isolées à l’EPH de Thénia, cela pourrait s’expliquer par le fait que l’oxacilline

(Céfotaxime) est beaucoup prescrit était disponible dans les pharmacies des villes. Cependant

cette molécule a était retirée et réservée uniquement au milieu hospitalier dans le but de

limiter le pourcentage des MRSA. Cependant ce taux reste inférieur à celui rapporté par

Rebiahi (2012) à Tlemcen qui est de 75% et supérieur à celui retrouvé dans la même région

(20%) par Ghernaout (2013). La fréquence des SARM varie selon l’activité des services, la

politique de prophylaxie (recherche et décontamination des porteurs sains) et de la thérapie

antibiotique suivie dans ces hôpitaux. Quant, aux autres antibiotiques des faibles taux de

résistance ont été observés pour Pristinamycine (7,7%), la Tétracycline (28,6%), la
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Ciprofloxacine (8,3%), la Cotrimoxazol (14,3%) et l’acide fusidique (25%) et aucune

résistance n’a été enregistrée pour la Vancomycine et le Chloramphénicol. Nos résultats ont

déjà été confirmés par une étude réalisée à Tlemcen par Rebiahi et al. (2011) pour trois

antibiotiques (Pénicilline (96.81%), Erythromycine (45.45%) et Vancomycine (1.8%) de

résistances. Par contre Rajput et al. (2008) a rapporté des taux de résistances élevés

pour l’Erythromycine (84%) ; la Ciprofloxacine (40%) et le Cotrimoxazol. D’après ces

résultats obtenus, on constate que la Pristinamycine et Vancomycine sont des molécules de

choix pour traiter les infections hospitalières dues au germe Staphylococcus aureus. Elles

conservent leur efficacité pour diverses raisons (usage purement hospitalier et toxicité de la

vancomycine, et le prix relativement cher de la pristinamycine), en plus de l’acide fusidique

qui est déjà utilisé dans le traitement local anti-Staphylococcique.

Les souches de Streptococcus sp identifiées et testées via l’antibiogramme ont montré des

taux de résistance faibles pour la Clindamycine et le Cotrimoxazol avec des taux de 25% et

33,3% respectivement. L’Erythromycine et la Tétracycline ont présenté les taux de résistances

les plus élevé soit (60% et 50%). Tandis qu’aucune résistance n’a été enregistrée vis-à-vis des

autres antibiotiques (Pénicilline, Pristinamycine, Ofloxacine et Vancomycine). Ce qui nous

amène à dire que les Streptocoques ne présentent pas d’évolution de résistance surtout vis-à-

vis des β-lactamines et la plupart des molécules utilisées pour le traitement demeurent

efficaces. On déduit aussi que les Streptocoques sont peu incriminés dans les infections des

plaies par rapport aux autres espèces au niveau de l’EPH de Thénia.

D’après les résultats de l’antibiogramme relatifs aux Entérocoques, nous avons remarqué leur

sensibilité totale (100%) vis-à-vis de la Ciprofloxacine et de la Vancomycine. Ces résultats

sont semblables aux résultats des études menées par El Ghazawy et al. (2016) en Egypte et

Douida et al (2017) à Bejaia pour les deux antibiotiques Erythromycine et Vancomycine.

Les Entérocoques sont connus pour être des souches peu sensibles car elles font partie de la

flore digestive mais l’emploi abusif des ATBs aboutit à la sélection des souches plus

résistances.

Selon notre étude les taux de résistances et de de sensibilité obtenues pour Pseudomonas

aeruginosa ne sont pas représentatifs du moment qu’on a isolé seulement 5 souches.

Néanmoins, nos résultats préliminaires diffèrent de ceux rapportés dans une étude menée par

Labani (2016) et Nyaledome (2016), où les taux de sensibilité de Pseudomonas

aeruginosa étaient élevés pour les β-lactamines et les aminosides. La résistance aux β-
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lactamines est souvent enzymatique par production soit d’une céphalosporinase ou un BLSE.

Cette différence de sensibilité et de résistance signalée dans d’autres pays pourrait s’expliquer

par le fait que chaque zone hospitalière possède sa propre écologie microbienne avec un degré

variable de sensibilité ou de résistance aux antibiotiques.

Dans un deuxième volet, nous avons mené des enquêtes au sein de l’hôpital de Thénia avec

des prélèvements provenant de différents sites à l’intérieur des blocs opératoires des services

suivants : chirurgie, orthopédie et CCI (Clinique Chirurgicale Infantile) afin de vérifier le

niveau d’hygiène atteint dans ces blocs et d’évaluer le degré de contamination des lieux.

D’après les résultats des enquêtes bactériologiques réalisées au niveau des blocs opératoires,

nous avons détecté la présence de levures et de BGN oxydatif dans les respirateurs au niveau

du bloc de CCI et de chirurgie générale. Pour le respirateur il n’est pas actuellement utilisé

mais il est impératif de le décontaminer et de stériliser tous le matériel avant leur réutilisation

surtout en cas d’urgence ou de pannes, concernant le bloc orthopédie nous avons noté

l’absence de germes pathogènes.

Les SARM sont des bactéries qui peuvent être véhiculées par le personnel soignant et

peuvent même exister à l’état du portage chez la personne opérée, malheureusement suite au

manque de moyen nous n’avons pas pu dépister les porteurs sains. L’hygiène et la

décontamination de ces porteurs jouent un rôle clé dans la prévention de cette transmission.

D’après les enquêtes réalisées, on conclut que les blocs de l’hôpital de Thénia seraient

propres. Les infections des sites opératoires proviendraient probablement d’une source

endogène ou bien du personnel soignant.
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Conclusion et perspectives

La présente étude réalisée durant notre période de stage, une centaine de prélèvements ont été

recueillis et un total 81 souches bactériennes ont été mises en évidence. Le but voulu à travers

la réalisation de ce travail consiste à rechercher et identifier les différents germes impliqués

dans les infections des plaies opératoires et d’évaluer leur antibiorésistance.

Sur le plan bactériologique, l’identification des germes en cause a montré que les bacilles à

Gram négatif sont les plus dominants avec un pourcentage de 59,26%. Parmi ces bacilles à

Gram négatif, Escherichia coli vient en première position (9%) devant Pseudomonas

aeruginosa et Proteus sp avec une fréquence de (6%). D’autre part, nous avons également

isolé des Cocci à Gram positif représentés par les Staphylococcus aureus (23%), suivi par des

Streptocoques et des Entérocoques.

L’identification de ces bactéries a été effectuée par des méthodes conventionnelles (galerie

API 20E), et leur sensibilité aux antibiotiques par la technique d’antibiogramme qui permet

d’étudier et de confirmer la pureté des souches et d’évaluer leur antibiorésistance. En effet,

nous avons remarqué que la plupart de ces bactéries en plus de leur résistance naturelle elles

présentent des résistances acquises au moins pour un antibiotique testé.

A cet effet, nous pouvons dire que les bactéries multirésistantes posent de véritables échecs

thérapeutiques. La dissémination de ces souches au niveau des hôpitaux semble être le reflet

d’une utilisation inconsciente d’antibiotiques et l’absence d’une politique nationale de lutte

contre les BMR et les infections des sites opératoires. Une meilleure maitrise en termes

d’hygiène hospitalière (renforcement de la formation du personnel aux règles préventives,

précocité du dépistage) et un meilleur contrôle de la consommation d’antibiotiques au sein de

l’établissement seraient toutefois des facteurs favorisant une meilleure maitrise des risques.

Enfin, nous pensons que ce travail qui rentre dans le cadre de surveillance de la résistance des

germes aux antibiotiques, devrait être réalisé périodiquement pour pouvoir fournir aux

cliniciens des données nécessaires pour l’établissement d’une antibiothérapie efficace.

En perspective, il serait préférable de :

- Renforcer les mesures de prévention et de lutte contre les infections dans les hôpitaux, ainsi

que la sensibilisation des patients sur le respect des règles d’hygiène surtout lavages des

mains, par le biais des antiseptiques avant et après chaque soin des patients.
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- Améliorer les dispositifs de suivi de la consommation des antibiotiques par la lutte contre

l’automédication, l’antibiothérapie probabiliste, la surconsommation et l’anarchie dans la

prescription des antibiotiques grâce à une collaboration étroite entre cliniciens,

microbiologistes et pharmaciens.

- Développer des alternatives évitant le recours systématique aux antibiotiques comme

exemple (la médecine verte).

- Mettre en place un réseau de surveillance des BMR et contre les infections nosocomiales.

- Il est impératif de baser le choix thérapeutique sur des lectures d’antibiogramme dans des

conditions critiques.
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Composition des milieux de culture (pour 1L d’eau distillé)

Gélose nutritive ordinaire

Extrait de levure : 1g

Extrait de viande de bœuf : 2g

Peptone : 5g

Chlorure de sodium : 5g

Agar : 15g

Bouillon nitraté

Bouillon ordinaire : 1L

Nitrate de potassium : 1g

Milieu urée –indole

L. Tryptophane : 3g

Phosphate mono potassique : 1g

Phosphate dipotassique : 1g

Chlorure de sodium : 5g

Urée : 20g

Alcool à 95° : 10ml

Rouge de phénol en solution : 2,5ml

L’eau distillé : 1l

Milieu mannitol –mobilité

Peptone pancréatique de viande : 20g

Agar-agar : 4g

Mannitol : 2g

Nitrate de potassium : 1g

Rouge de phénol : 4ml

L’eau distillé : 1l

Citrate de Simmons

Chlorure de sodium : 5g

Sulfate de magnésium (7H2O) : 0,2g

Annexe N°1



Phosphate d’ammonium : 1g

Phosphate potassique : 2g

Citrate trisodique : 2g

Solution de bleu bromothymol1% : 8ml

Agar : 15g

L’eau distillée : 1l

Gélose Hektoen

Protéose peptone : 12g

Extrait de levure : 3g

Chlorure de sodium : 5g

Thiosulfate de sodium : 5g

Sels biliaires : 9g

Citrate de fer ammoniacal : 1,5g

Salicine : 2g

Lactose : 12g

Saccharose :12g

Fushine acide : 0,04g

Bleu de bromotymol : 0,065g

Agar: 14g

Ph :7,5

Gélose Muller Hinton

Infusion de viande de bœuf : 300g

Hydrolysat de caséine : 17,5g

Amidon :1,5g

Agar : 17g

Ph : 7,4

Bouillon glucosé tamponné(BGT)

Peptone : 20g

Extrait de viande : 2g

Chlorure de sodium : 2,5g



Phosphate monopotassique : 0,7g

Phosphate di-sodique : 8,3g

Glucose : 4g

Ph : 7,7

Gélose mac conkey

Peptone de caséine : 17g

Cristal violet : 0,001g

Rouge neutre : 0,03g

Chlorure de sodium : 5g

Mélange de sels biliaires : 1,5g

Lactose : 10g

Peptone de viande : 3g

Ph : 7,4

Gélose TSI

Extrait de viande de bœuf : 3g

Extrait de levure : 3g

Peptone trypsique : 20g

Chlorure de sodium : 5g

Citrate ferrique : 0,3g

Thiosulfate de sodium : 0,3g

Lactose: 10g

Glucose: 1g

Saccharose: 10g

Rouge de phénol : 0,05g

Agar : 12g

Ph : 7,4

Milieu Chapman

Extrait de viande de bœuf : 1g

Peptone : 10g

Mannitol : 10g



Chlorure de sodium : 75g

Rouge de phénol : 0,025g

Agar : 15g

Milieu Clark et Lubs

Peptone trypsique de viande : 5g

Phosphate bipotassique : 5g

Glucose : 6g

Ph : 7

Fushine phénique

Fushine cristallisée : 1g

Alcool éthylique : 10ml

Phénol : 5g

Eau distillée : 10ml

Violet de gentiane

Violet de gentiane : 1g

Phénol : 2g

Ethanol :10ml

Eau distillée : 100ml

Lugol

Iodure de potassium : 2g

Iode métalloïde : 1g

Eau distillée : 300ml

Alcool



Schéma Examen Cytobactériologique du pus

Prélèvement du pus
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-Aspect
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Tableau de lecture de la galerie miniaturisé API 20E (BioMériaux SA)

Tableau de répartition des ISO selon les germes identifiés

Genre Espèce Fréquence Pourcentage

Entérobactéries Escherichia coli
Klebseilla pneumoniae
Proteus sp
Autres BGN (non identifiés)

7
3
5
28

9 %
4%
6%
35%

Staphylococcus Staphylococcus aureus 19 23%

Streptococcus Streptococcus sp.
8

10%

Entrerococcus Enterococcus feacalis 6 7%

Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa 5 6%

Total 81 100%

Annexe N° 3



Profil de résistance et/ou sensibilité des Entérobactéries

Antibiotique Sensible % Résistante %
Amoxicilline
+acide
clavulanique

6 60 4 40

Céfazoline 19 54,3 16 45,7

Céfotaxime 28 75,7 9 24,3

Céfoxitine 23 67,6 11 32,4

Imipenèmes 4 100 0 0

Amykacine 11 91,7 1 8,3

Gentamycine 32 91,4 3 8,6

Ciprofloxacine 20 83,3 4 16,7

Chloramphénicol 19 90 ,5 2 9,5

Fosfomycine 21 100 0 0

Cotrimoxazol 23 57,5 17 42,5

Profil de résistance et/ou sensibilité de Staphylococcus aureus

Profil de résistance et/ou sensibilité de Streptococcus sp.

Antibiotique Sensible % Résistant %

Pénicilline 4 100 0 0

Erythromycine 3 60 2 40

Clindamycine 1 25 3 75

Vancomycine 0 0 7 100
Tétracycline 1 50 1 50

Ofloxacine 0 0 1 100

Cotrimoxazol 2 66,7 3 33,3

Pristinamycine 3 100 0 0

Antibiotiques Sensible % Résistant %

Pénicilline 0 0 13 100

Céfoxitine 6 54,5 5 45,5

Gentamycine 14 100 0 0

Erythromycine 10 55 ,6 8 44,4

Vancomycine 13 100 0 0

Pristinamycine 12 92,3 1 7,7

Tétracycline 5 71,4 2 28,6

Ciprofloxacine 11 91,7 1 8,3

Cotrimoxazol 12 85,7 2 14,3

Chloramphénicol 12 100 0 0

Acide fusidique 9 75 3 25



Profil de résistance et/ou sensibilité d’Enterococcus sp.

Antibiotique Sensible % Résistant %

Ciprofloxacine 5 100 0 0

Vancomycine 5 100 0 0

Pénicilline 0 0 5 (résistance
naturelle, intérêt

taxonomique)

100

Céfotaxime 0 0 4 pareil 100

Erythromycine 1 33,3 2 66,7

Acide fusidique 2 66,7 1 33,3

Chloramphénicol 1 50 1 50

Levofloxacine 1 100 0 0

Furanes 1 100 0 0

Profil de résistance et/ou sensibilité de Pseudomonas aeruginosa

Antibiotique Sensible % Résistant %

Ticarcilline
+acide
clavulanique

2 40 3 60

Ticarcilline 2 40 3 60

Piperacilline 2 40 3 60

Céftazidine 2 40 3 60

Amykacine 2 66,6 1 33,3

Gentamycine 3 60 2 40

Tobramycine 2 33,3 1 33,3

Ciprofloxacine 1 75 1 25

Netilmicine 4 80 1 20



Table de lecture des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition et des CMI
pour Enterococcus sp

Antibiotiques
Testés

Charges des
disques

Diamètres critiques
(mm)

CMI critiques (ug/ml)

R I S R I S
Ampicilline 10ug ≤16 _ ≥17 ≥16 _ ≤8
Tétracycline 30ug ≤14 15-18 ≥19 ≥16 8 ≤4
Vancomycine 30ug ≤14 15-16 ≥17 ≥32 8-16 ≤4
Téicoplanine 30ug ≤10 11-13 ≥14 ≥32 16 ≤8
Gentamycine
Haute niveau

120ug ≤6 7-9 ≥10 >500 _ ≤500

Streptomycine
Haute niveau

300ug ≤6 7-9 ≥10 >1000
>2000

≤500
≤1000

Ciprofloxacine 5ug ≤15 16-20 ≥21 ≥4 2 ≤1
Lévofloxacine 5ug ≤13 14-16 ≥17 ≥8 ≤2
Erythromycine 15ug ≤13 14-22 ≥23 ≥8 1-4 ≤0,5
Furanes 300ug ≤14 15-16 ≥17 ≥128 64 ≤32
Rifampicine 5ug ≤16 17-19 ≥20 ≥4 2 ≤1
Fosfomycine 200ug ≤12 13-15 ≥16 ≥256 128 ≤64
Chloramphénicol 30ug ≤12 13-17 ≥18 ≥32 16 ≤8

Tigécycline 15ug 15 _ 18 0,5 _ 0,25

Table de lecture des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition et des CMI
pour Pseudomonas aeruginosa

Antibiotiques testés Charge
des
disques

Diamètres critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)

R I S R I S

Ticarcilline 75ug ≤ 15 16-23 ≥ 24 ≥128 32-64 ≤ 16

Ticarcilline +AC.
Clavulanique

75/10ug ≤ 15 16-23 ≥ 24 ≥126/2 32/2-
64/2

≤ 16/2

Piperacilline 100ug ≤ 14 15-20 ≥ 21 ≥128 32-64 ≤ 16

Céftriaxone 30ug ≤ 14 15-17 ≥ 18 ≥ 32 16 ≤ 8

Aztréonam 30ug ≤ 15 16-21 ≥ 22 ≥ 32 16 ≤ 8

Imipénème 10ug ≤ 15 16-18 ≥ 19 ≥ 8 4 ≤ 2

Amykacine 30ug ≤ 14 15-16 ≥ 17 ≥ 64 32 ≤ 16

Gentamicine 10ug ≤ 12 13-14 ≥ 15 ≥ 16 8 ≤ 4

Netilmicine 30ug ≤ 12 13-14 ≥ 15 ≥ 32 16 ≤ 8

Tobramycine 10ug ≤ 12 13-14 ≥ 15 ≥ 16 8 ≤ 4

Ciprofloxacine 5ug ≤ 15 16-20 ≥ 21 ≥ 4 2 ≤ 1

Lévofloxacine 5ug ≤ 13 14-16 ≥ 17 ≥ 6 4 ≤ 2

Fosfomycine** - - _ _ _

Colistine 10ug ≤ 10 _ ≥11 ≥ 6 4 ≤ 2

Annexe N°4



Table de lecture des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition et des CMI
pour Streptococcus sp

Antibiotiques testés Charge des
disques

Valeurs critiques des
diamètres d’inhibition
(mm)

Valeurs critiques CMI
(ug/ml)

R I S R I S
Pénicilline 10UI _ _ ≥24 _ ≤0,12
Ampicilline 10ug _ _ ≥24 _ ≤0,25
Erythromycine 15ug ≤15 16-20 ≥21 ≥1 0,5 ≤0,25
Clindamycine 2ug ≤15 16-18 ≥19 ≥1 0,5 ≤0,25
Tétracycline 30ug ≤18 19-22 ≥23 ≥8 4 ≤2
Ofloxacine 5ug ≤12 13-15 ≥16 ≥8 4 ≤2
Lévofloxacine 5ug ≤13 14-16 ≥17 ≥8 4 ≤2
Vancomycine 30ug _ _ ≥17 _ _ ≤1
Chloramphénicol 30ug ≤17 18-20 ≥21 ≥16 _ ≤4
Gentamycine ** 500ug ≤11 _ ≥17 ≥500 _ ≤250

Table de lecture des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition et des CMI
pour Staphylococcus sp

Antibiotiques testés
Charge
des
disques

Diamètres critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)
R I S R I S

Pénicilline 10UI ≤ 28 _ ≥ 29 ≥ 0,25 _ ≤ 0,12
Oxacilline (S.aureus et
S.lugdunensis)

_ _ _ _ ≥ 4 _ ≤ 2

Céfoxitine (S.aureus) 30ug ≤ 21 _ ≥ 22 ≥ 6 _ ≤ 4
Oxacilline (S.C.N sauf
S.lugdunensis)

_ _ _ _ ≥ 0,5 _ ≤ 0,25

Céfoxitine (S.C.N sauf
S.lugdunensis)

30ug ≤ 24 _ ≥ 25 _ _ _

Gentamycine 10ug < 12 13-14 > 15 > 16 8 < 4
Kanamycine 30ug < 13 14-17 >18 > 64 32 < 16
Amykacine 30ug < 14 15-16 >17 > 64 32 < 16
Erythromycine
Clindamycine

15ug
2ug

≤ 13
≤ 14

14-22
15-20

≥ 23
≥ 21

≥ 8
≥ 4

1-4
1-2

≤ 0,5
≤ 0,5

Vancomycine
(S.aureus

_ _ _ ≥ 16 4-8 ≤ 2

Vancomycine (S.C.N) _ _ _ ≥ 32 8-18 ≤ 4
Téicoplanine 30ug ≤ 10 11-13 ≥ 14 ≥ 32 16 ≤ 8
Ofloxacine 5ug < 14 15-17 > 18 > 4 2 < 1
Ciprofloxacine 5ug < 15 16-20 >21 > 4 2 < 1
Lévofloxacine 5ug < 15 16-20 >21 > 4 2 < 1
Triméthoprime
+Sulfaméthoxazol

1,25/23,7
5ug

< 10 11-15 >16 >4/76 _ <2/38

Rifampicine 5ug < 16 17-19 > 20 > 4 2 < 1
Tétracycline 30ug < 14 15-18 > 19 > 16 8 < 4
Chloramphénicol 30ug < 12 13-17 > 18 > 32 16 < 8
Quinupristine –
dalphopristine

15ug ≤ 15 16-18 ≥ 19 ≥ 4 2 ≤ 1

Acide fusidique** 10ug < 24 _ ≥ 24 > 1 ≤ 1
Fosfomycine IV** _ _ _ >32 ≤ 32



Table de lecture des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition et des CMI
pour les Entérobactéries

Antibiotiques
testés

Charges des
disques

Diamètres critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)

R I S R I S

Ampicilline 10ug ≤ 13 14-16 ≥ 17 ≥ 32 16 ≤ 8

Amoxicilline +
acide clavulanique

20/10ug ≤ 13 14-17 ≥ 18 ≥ 32/16 16/8 ≤ 8/4

Céfazoline 30ug ≤ 19 20-22 ≥ 23 ≥ 8 4 ≤ 2

Céfalotine 30ug ≤ 14 15-17 ≥ 18 ≥ 32 16 ≤ 8

Céfoxitine 30ug ≤ 14 15-17 ≥ 18 ≥ 32 16 ≤ 8

Céfotaxime 30ug ≤ 22 23-25 ≥ 26 ≥ 4 2 ≤ 1

Céftazidine 30ug ≤ 17 18-20 ≥ 21 ≥ 16 8 ≤ 4

Aztréonam 30ug ≤ 17 18-20 ≥ 21 ≥ 16 8 ≤ 4
Imipénème 10ug ≤ 19 20-22 ≥ 23 ≥ 4 2 ≤ 1

Ertapèneme 10ug ≤ 18 19-21 ≥ 22 ≥ 2 1 ≤ 0,5

Amykacine 30ug ≤ 14 15-16 ≥ 17 ≥ 64 32 ≤ 16
Gentamicine 10ug ≤ 12 13-14 ≥ 15 ≥ 16 8 ≤ 4

Acide nalidixique 30ug ≤ 13 14-18 ≥ 19 ≥ 32 _ ≤ 16

Ciprofloxacine 5ug ≤ 15 16-20 ≥ 21 ≥ 4 2 ≤ 1
Chloramphénicol 30ug ≤ 12 13-17 ≥ 18 ≥ 32 16 ≤ 8
Colistine ** CMI _ _ > 2 _

Furanes 300ug ≤ 14 15-16 ≥ 17 ≤ 128 64 ≤ 32
Fosfomycine 200ug ≤ 12 13-15 ≥ 16 ≤ 256 128 ≤ 64

Triméthoprime +
Sulfaméthoxazol

1,25/23,75ug ≤ 10 11-15 ≥ 16 ≤ 4/76 _ ≤ 2/38



Résumé :

Les infections des plaies opératoires ou ISO constituent la complication la plus grave des

interventions chirurgicales et l’infection nosocomiales la plus fréquentes. A cet effet, nous

avons réalisé une étude rétrospective sur les différents germes incriminées dans les infections

des plaies opératoires et leur antibiorésistance, comprenant 100 prélèvements du pus au sein

de l’hôpital de Thénia. Après analyse des résultats, les germes responsables de ces infections

sont ; les Entérobactéries, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp. Enterococcus sp. et

Pseudomonas aeruginosa, mais l’espèce la plus dominante est Staphylococcus aureus avec un

taux de 23%. Pour étudier la sensibilité, les souches sont soumises à un antibiogramme vis-à-

vis des différentes familles d’antibiotiques et nous a permis de constater que la majorité des

bactéries en plus de leur résistance naturelle, elles présentent des résistances acquises au

moins pour un seul ATB testé. Par conséquent le développement des BMR qui cause un

véritable problème sanitaire.

Mots clé : infection de plaie opératoire, ISO, hôpital de Thénia, résistance, antibiotique,

BMR.

Summary

Surgical wound infections or ISO are the most serious complication of the most frequent

nosocomial surgical procedures and infection. To this end, we carried out a retrospective

study on the different germs incriminated in surgical wound infections and their antimicrobial

resistance, including 100 samples of pus in Thénia hospital. After analyzing the results, the

germs responsible for these infections are; Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus,

Streptococcus sp. Enterococcus sp. and Pseudomonas aeruginosa, but the most dominant

species is Staphylococcus aureus with a rate of 23%. To study the sensitivity, the strains are

subjected to an antibiogram with respect to the different families of antibiotics and we found

that the majority of bacteria in addition to their natural resistance, they have resistances

acquired at least for a single tested ATB. Therefore, the development of BMR that causes a

real health problem.
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الملخص:

تحقیقا.شیوعًاالأكثروالإشعاعیةالجراحیةالعملیاتفيخطورةالمضاعفاتأكثرالجراحیة منالجروحالتھاباتتعد
مضاداتومقاومةالجراحیةحوالجرالتھاباتفيالمتورطةالمختلفةالجراثیمعلىاستعدادیةدراسةأجریناالغایة،لھذه

ثنیةمستشفىمختبراتفيمأخوذةصدیدعینة100ذلكفيبماالمیكروبات،

العنقودیةالمكوراتالمعویة،المكوراتبكتیریا:ھيالإصاباتھذهعنالمسؤولةالجراثیمتكونالنتائج،تحلیلبعد
العنقودیةالمكوراتكانتالسائدةالأنواعأكثرلكن.الزنجاریةالمعویة، والزائفة المكوراتالعقدیة،الذھبیة، المكورات

منالمختلفةبالعائلاتیتعلقفیماحیویةلمضاداتتتعرض السلالاتلدراسة الحساسیة،٪.23معدلمعالذھبیة

المقاومة أوالحالیةالطبیعیةالمقاومةإلىبالإضافةغالبیة البكتیریاأننلاحظأنلناسمحتالحیویة، وقدالمضادات
حقیقیة.مشكلةیسببلذيابكتیریا متعددة المقاومةتطویروبالتالي،لمضاد حیويلاختبار واحدالأقلعلىالمكتسبة

بكتیریا متعددة المقاومة        ،الحیویةالمضاداتالمقاومة،، ثنیةمستشفىالجراحیة، الجروحعدوى:المفتاحیةالكلمات


