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RESUME

L'antibiogramme est une technique de routine d'analyse médicale. Il est réalisé lorsque
I'examen bactériologique d'un prélevement biologique a mis en évidence la présence de
bactéries. Afin de controler la validité des résultats obtenus lorsqu’il est réalis¢ dans des

températures inferieur ou supérieur a 37°c et des pH de milieu inférieur ou supérieur a 7

Dans cette étude, nous avons evalué l'influence de la température et le pH de milieu sur
l'activité antibactérienne contre 03 souches bactériennes Escherichia coli HO25, Pseudomonas
aeruginosa HOB80 et de Staphylococcus aureus HO 90 en mesurant les diamétres des zones
d'inhibition par une méthode de diffusion sur gélose. Le profil de sensibilité aux antibiotiques a
été déterminé en testant premieérement quatre valeurs de températures : 25, 30, 37 et 44 ° C. et
deuxiémes quatre valeurs de pH 6, 6,5, 7, 7,5, 8

Les résultats obtenus par la premiere série d’épreuve de température indiquent qu'il n'y a
pas de différence significative entre 30 et 37 ° C (test de Tukey) pour les trois souches

bactériennes.

Les résultats obtenus par la deuxiéme série d’épreuve de PH indiquent que
I’interprétation d’antibiogramme reste la méme pour les pH 6-6,5 et 8, et presque les méme pour
pH 7 et 7,5, malgré ’exigence de I’OMS et la SFM un ph milieu de culture des trois souches

pour la réalisation des antibiogrammes a des valeurs de pH entre 7,2 et 7,4

Nous avons constaté que les résultats d’antibiogramme sont les méme pour les valeurs de
pH de 6, 6,5, 7, 7,5 et 8, et donc I’chéque thérapeutique n’est pas envisageable dans ces

conditions.



ABSTRACT

An antibiogram is a routine technique of medical analysis. It is carried out when
bacteriological examination of a biological sample has revealed the presence of bacteria. In order
to check the validity of the results obtained when it is carried out in temperatures lower or higher
than 37 ° C and pH of medium less than or greater than 7

In this study, we evaluated the influence of temperature and medium pH on the
antibacterial activity against 03 bacterial strains Escherichia coli HO25 Pseudomonas aeruginosa
HO80 and Staphylococcus aureus HO 90 by measuring the diameters of the inhibition zones by
agar diffusion method. The antibiotic sensitivity profile was determined by first testing four
temperature values: 25, 30, 37 and 44 ° C and second four pH values of 6, 6.5, 7, 7.5, 8

The results obtained by the first series of temperature tests indicate that there is no

significant difference between 30 and 37 ° C (Tukey test) for the three bacterial strains.

The results obtained by the second series of pH tests indicate that the antibiogram
interpretation remains the same for pH 6-6.5 and 8, and almost the same for pH 7 and 7.5,
despite the requirement from WHO and SFM a culture medium of the three strains for

performing antibiograms at pH values between 7.2 and 7.4.

We found that the antibiogram results are the same for the pH values of 6, 6.5, 7, 7.5 and

8, and therefore the therapeutic check is not possible under these conditions.
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INTRODUCTION

Les bactéries, comme tous les micro-organismes possédent des systeémes de croissance et
de métabolisme soumis a des régulations imposées par leur environnement. Ce dernier est défini
par un nombre important de paramétres physicochimiques.

En microbiologie la réponse d’une bactérie aux variations des parameétres physico-
chimique reléve d’une grande complexité et son étude nécessite de bien caractériser la nature de
cette réponse afin de prévoir le comportement de ces bactéries en présence d’un antibiogramme.

En effet méme si de nombreuses mesures physiques et chimiques sont possibles
aujourd’hui, de nombreux verrous subsistent lorsqu’il s’agit de caractériser des souches
bactériennes.

Le but de réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité¢ d’un germe a un ou
plusieurs antibiotique dans une optique essentiellement thérapeutique.il sert également :

- A la surveillance épidéemiologique de la résistance bactérienne

- A I’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelle

L’antibiogramme est I’'un des tests médicaux important, réalis¢é quotidiennement au
laboratoire medical, apporte une aide trés importante au médecin pour choisir l'antibiotique a
prescrire, lorsqu'une bactérie pathogene est identifiée dans un préléevement bactériologique,
celui-ci consiste a tester un panel d'antibiotiques vis a vis de la bactérie isolée. Il permettra ainsi
de definir, pour chaque antibiotique, si la bactérie y est sensible (dans ce cas-la I'antibiotique est
efficace sur le germe), ou la bactérie est intermédiaire (l'antibiotique n'est efficace que dans
certaines conditions), a fortes doses ou résistante (I'antibiotique est inefficace). Méme certains
mécanismes particuliers de résistance aux antibiotiques avec la souche testée peuvent parfois étre

mentionnés.

La fiabilité des résultats d'un antibiogramme est influencée par de nombreux parametres
qui doivent étre rigoureusement contr6lés. La standardisation est régie par des documents

é¢manant de '0.M.S. et des divers comités nationaux (pour 1’ Algérie, c’est I’institut pasteur).

Parmi les principales recommandations influant sur le résultat de 1’antibiogramme la
température et la durée de I’incubation recommandées et le pH du milieu sont des éléments

primordiaux et doivent étre respecté pour chaque souche bactérienne.

Cette étude a été réalisée afin de déterminer I’influence de la température et de pH du
milieu sur la zone d’inhibition d’un antibiogramme d’Escherichia coli HO25, de Pseudomonas

aeruginosa HOB80 et de Staphylococcus aureus HO 90.




INTRODUCTION

L’objectif de notre travail consiste a :

- Evaluation des profils de résistance des souches vis-a-vis le changement de la
température et le pH
- Vérifier I’effet de la température et le pH sur la zone d’inhibition de trois bactéries testées, a
savoir Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Cette vérification
permet de choisir judicieusement les températures et le pH du milieu.

]



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

.- ANTIBIOTIQUES
1.- Géneralités

Depuis que I'utilisation répandue de la chimiothérapie antimicrobienne a commencé
dans les années 1950, il est apparu, grace a la surveillance des résistances, que presque tous
les microorganismes pathogenes avaient développé une résistance a des agents chimio
thérapeutiques, ceci en grande partie en raison de leur mauvaise utilisation. Les molécules de
pénicilline et de sulfamide, les premiers agents chimio-thérapeutiques couramment employés,
connaissent aujourd’hui une utilisation plus limitée parce que beaucoup de microbes
pathogénes y sont résistants. Méme les organismes ou toutes les souches restent sensibles a la
pénicilline, comme Streptococcus pyogeénes (bactérie responsable d’angine, de la scarlatine et
de rhumatismes articulaires) exigent maintenant des doses plus fortes de pénicilline qu’il y a
dix ans, pour une efficacité de traitement égale (Madigan et Martinko, 2007).

Devant cette situation alarmante, 1’utilisation appropriée des antibiotiques restent
absolument nécessaire pour prolonger la dure de validité clinique de ces molécules.

Cependant, la solution a long terme pour contrer les résistances microbiennes est de
développer ou rechercher de nouvelles molécules (Madigan et Martinko, 2007 ; Saisivam et
al., 2008).

Dans les années 1990, la decouverte de métabolites bioactifs d’origine microbienne a
progresseé de maniere exponentielle grace aux progrés technologiques. Malheureusement,
parmi les métabolites découverts, nombreux sont des analogues de molécules déja connues,
des composes n’ayant pas d’activité antibiotique ou encore des composes mineurs. La
découverte de nouvelles familles chimiques innovantes se raréfie (Berdy, 2005).

Pourtant de nouveaux besoins émergents, des germes multi résistants (Sharma et al.,
2005) et de nouveaux virus apparaissent. Face a ces besoins, de nouveaux COmMPOSés
chimiques doivent donc étre identifies et la recherche de nouvelles molécules bioactives

évolue.

2.- Définition :
Définition de WAKSMAN 1951 :

Composés chimiques naturels produits par des microorganismes qui ont la propriété
d’inhiber la croissance et méme de détruire des bactéries ou d’autres microorganismes, en

solution diluée, in vivo et in vitro.
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Définition actuelle : Composes chimiques élaborés par un microorganisme vivant ou produits
par synthese et qui ont la propriété d’inhiber a faible dose des processus vitaux des virus,
microorganismes (bactéries, champignons) ou certaines cellules des étres pluricellulaires
(cellule cancéreuse).

Certaines antibiotiques ont été identifiés et beaucoup ont été développés pour étre des

médicaments destinées aux traitements des maladies infectieuses.

3.- Classification des antibiotiques :

Pour pouvoir mieux connaitre les antibiotiques afin qu’ils soient utilisés a bon escient,
on a procédé a leur classification selon certains criteres :
- Les antibiotiques ayant une méme structure chimiques, a I’origine de leur mécanisme

d’action, se classent dans une méme famille ;

-au sein d’une méme famille, les antibiotiques peuvent se différencier par leur spectre

d’activité et sont réunis alors dans des groupes ;

- au sein d’'un méme groupe, I’activité antimicrobienne est identique mais les antibiotiques
peuvent se différencier par leur propriété pharmacologique ou leur tolérance (Talbert, et
al;2009).

3.1.- Classification selon leurs structures chimiques :

Les principales familles des antibiotiques On a 5 grandes familles des antibiotiques :

a. B - Ictamines :

Les bétalactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus utilisée en
antibiothérapie. Ils représentent une vaste famille d’antibiotiques bactéricides qui possédent
comme structure de base le cycle béta-lactame qui regroupe : Les pénames 1= S: Pénicilline
qui comportent plusieurs groupes :

- Pénicilline G (voie parentérale) et V (voie orale)
- Pénicilline M (méticilline)
- Pénicilline A (aminopénicilline)

- Carboxy-pénicillines (ticarcilline) a usage hospitalier
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- Uréido-pénicillines (pipéracilline)

- Amidino-pénicillines (pivmécillinam) (Laurent, 2009).

Les céphems 1=S : qui comportent plusieurs groupes :
- Céfalotine

- Céfuroxime, céfamandole
- Céfotaxime, ceftriaxone

- Céfépime, cefpirome

Les carbapenemes : pénams 1=C
- Imipénéme

- monobactams (Archambaud, 2009)

b. Glycopeptides :

Les antibiotiques importants que renferme cette famille sont la Vancomycine et
Teicoplanine. Ces deux molécules n’agissent que sur les bactéries a Gram positif en inhibant
la synthese du peptidoglycane et donc la croissance des bactéries (Mouton, et al., 2000).

c. Aminosides

Leur structure est a base de sucres aminés Les principales molécules sont :
Streptomycine, Gentamicine, Netilmicine, Tobramycine, Amikacine. Est un antibiotique
bactéricide. Ils se fixent de facon irréversible sur le ribosome des bactéries et inhibent la
traduction en provoquant des erreurs de lecture de I’ARN messager (Archambaud, 2009).

d. Macrolides

Les antibiotiques macrolides sont caractérisés par le cycle lactone relié aux molécules
de sucres .11 y a une grande variété d’antibiotiques macrolides, le plus connu est
I’érythromycine. I1 est un inhibiteur de synthése de protéine au niveau de la sous-unité 50S du
ribosome (bactériostatiques) (Madigan et Martinko, 2007).

e. Quinolones

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides a large spectre, on distingue les

antibiotiques de :

- 1ére génération : Acide nalidixique ;
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- 2eme génération : fluoroquinolones : Norfloxacine, Ofloxacine, Ciprofloxacine ;

- 3eme génération : Lévofloxacine, Moxifloxacine.

Ils sont tres efficaces contre les bactéries entériques comme E. coli et Klebsiella
pneumoniae et contre Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas aeruginosa et d’autres bactéries
pathogénes Gram négatives, ainsi que les Gram positives telles que Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogeénes et Mycobacterium tuberculosis. 1ls sont utilisés dans le traitement des
infections du systeme urinaire (Prescott, et al., 2007).

3.2.- Autre classifications

Les autres types de classifications sont utilisés surtout en meédecine, en pharmacologie
et en toxicologie. Ces classifications sont basées sur le spectre d’action, le type d’action, le
mode d’action, I’origine de 1’antibiotique ou sa charge électrique.

3.2.1.- Classification d’aprés le spectre d’action

L'expression des spectres d'activité antibactérienne des antibiotiques a évolué dans sa
forme. En 1995, I'Agence du Médicament avait elaboré une rédaction des spectres en quatre
classes, actualisée en 1998. La version 2002 met la rédaction des spectres en conformité avec
les recommandations européennes « Note for Guidance on the Pharmacodynamic section of
the SmPC for antibacterial medicinal products » (CPMP December 1997).

Les spectres sont établis en tenant compte d'une administration de l'antibiotique par voie
générale.

On distingue 4 types de spectres d’action vis-a-vis des micro-organismes cibles

présentées dans le Tableau.

Tableau 1. Classification des quelques antibiotiques selon leur spectre d’action.

Spfgﬁgi tres Spectre large | Spectre moyen Spectre étroit ou tres étroit
Vancomycine: contre les bactéries (G
Tétracyclines, Streptomycine P(_anlcnlmg +). Polymyxines : contre les bactéries
L . e Lincomycine (G-).
Chloramphénicol | Rifampicine 7 . .
Céphalosporines | Fosfomycine Novoblocmg Nystatlne_, . amphotéricine B,
Erythromycine cycloheximide: contre les
champignons.
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3.2.2.- Classification d’apres leur type d’action

Selon leur type d’action, les antibiotiques sont classés en bactéricides et
bactériostatiques (activité contre les bactéries) ou fongicides et fongistatiques (activités contre
les champignons).

Pour les antibactériens on distingue deux types d’action :
- bactériostatiques : qui inhibent la croissance des bactéries (tétracyclines, chloramphénicol,
érythromycine, lincomycine, etc.).
- bactéricides : qui tuent les bactéries en phase de croissance (pénicilline, céphalosporine), ou
en phase de croissance et stationnaire (streptomycine et polymyxine, etc.).

Cette classification est importante par exemple dans le cas d’infections séveres chez

les personnes immunodéprimées qui demandent un antibiotique de type bactéricide.

3.2.3.- Classification d’aprés leur origine.

Un grand nombre des antibiotiques existants sont constitués de molécules naturelles,
fabriquées par des micro-organismes : des champignons ou d'autres bactéries. Ces dernieres
les produisent pour éliminer les bactéries concurrentes avec lesquelles elles sont en
compétition dans leur biotope. Cependant, seul un petit nombre des antibiotiques naturels est
utilisable en thérapeutique humaine, pour des raisons de disponibilité dans l'organisme ou
d'effets indésirables. Un grand nombre de molécules aujourd’hui sur le marché sont des
molécules de synthése, dérivées ou non d'antibiotiques naturels, en particulier pour contourner

les problémes de résistance.

3.2.4.- Classification d’apres leur mode d’action
D’apres Rychembusch (2003) on distingue selon le mode d’action :

- des antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne
- des antibiotiques actifs sur la synthése protéique
- des antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs précurseurs
- des antibiotiques inhibiteurs des voies métaboliques
- des antibiotiques antis anaérobies
3.2.5.- Classification d’apres leur charge électrique

Les antibiotiques peuvent étre a caractére neutre (ex : steffimicines, mutactimycines),
acide (ex: pénicilline, céphalosporine, novobiocine et fosfomycine.) ou basique (ex : la

majorité des macrolides, aminosides, rifamycines, érythromycine, polymyxines)

-


https://fr.wikipedia.org/wiki/Biotope
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4.- Mode d’action des antibiotiques

Les agents antimicrobiens détruisent les bactéries en s’attaquant directement a leurs
structures essentielles (paroi cellulaire, ribosomes, membrane plasmique et ADN) et/ou en
perturbant leurs métabolismes et par conséquent leurs fonctions (Tortora et al., 2003).
Les modes d’action majeurs des antibiotiques incluent I’interférence avec la synthése de la
paroi cellulaire (B-lactames), I’inhibition de la synthése protéique (macrolides et
aminoglycosides), ’interférence avec la syntheése de I’acide nucléique (fluoroquinolones) et
I’inhibition d’une voie métabolique (Tenover, 2006). L’action sur la membrane est aussi un
mécanisme antibactérien trés répandu. Les polymixines induisent 1’augmentation de la
perméabilité membranaire causant la perte du contenu de la cellule bactérienne (Storm, 1997),
tandis que le lipopeptide cyclique daptomycine agit, apparemment, par I’insertion de sa queue
lipidique a I’intérieur de la membrane, causant sa dépolarisation et éventuellement la mort
bactérienne (Carpenter et Chambers, 2004). Le tableau 2 résume les principaux modes

d’action des antibiotiques.

-



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 2. Principaux mécanismes d’actions des antibiotiques (Prescott et al., 2003).

Antibiotique Mécanisme d’action
Inhibition de la synthése de la paroi

Pénicilline Active les enzymes lytiques de la paroi.

Ampicilline Inhibe les enzymes de transpeptidation impliquées dans le pontage
des chaines polysacharidiques du peptidoglycane de la paroi
bactérienne.

Vancomycine Se fixe directement sur la terminaison D-Ala- D-Ala et inhibe la
transpeptidation.

Bacitracine Inhibe la synthése du peptidoglycane en interférant avec I’action
des transporteurs lipidiques qui transferent les précurseurs de ce
polymere a travers la membrane cellulaire.

Inhibition de la synthése protéique

Streptomycine Se fixe a la sous unité 30S du ribosome bactérien pour inhiber la
synthése protéique et provoquer des erreurs dans la lecture de

Gentamicine
I’ARNm.

Chloramphénicol Se fixe a la sous unité 50S du ribosome et empéche la formation
des liaisons peptidiques par I’inhibition de la peptidyl-transférase.

Erythromycine Se fixe a la sous unité 50S du ribosome et inhibe 1I’élongation de la

Ciprofloxacine et autres quinolones

Polymyxine B

Sulfamide

chaine peptidique.
Inhibition de la synthése des acides nucléiques

Inhibe ’ADN gyrase bactérienne et donc interfére avec la
réplication de I’ADN, la transcription et autres activités impliquant
I’ADN.

Destruction de la membrane cellulaire

Se fixe a la membrane cellulaire et perturbe sa structure et ses

propriétés de perméabilité.

Antagonisme métabolique

Inhibe la synthése de I’acide folique par compétition avec I’acide p-

aminobenzoique.

30
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5.- Microorganismes producteurs d’antibiotiques

Les antibiotiques sont produits par un large éventail de microorganismes fongiques et
bactériens, et inhibent ou tuent a faibles concentrations spécifiquement d’autres
microorganismes (Marinelli, 2009). Un grand nombre d’antibiotiques a été identifie en milieu
naturel, mais moins de 1% sont médicalement utiles. Beaucoup d’antibiotiques naturels ont
été structuralement modifies en laboratoire pour augmenter leur efficacité formant la classe

des antibiotiques semi-synthetiques (Madigan et Martinko, 2007).

Les antibiotiques peuvent étre produits par divers microorganismes. Prés de 70% de
ces molécules actives sont synthétisées par des actinomycétes, environ 10% par des bactéries
non mycéliennes et 10% par des champignons (Breton et al., 1989; Sanglier, 1990).

Un méme antibiotique peut étre synthetise par divers microorganismes
taxonomiquement éloignés comme c’est le cas de ’acide fusidique (utilisé dans le traitement
d’infection a staphylocoques résistants a la pénicilline) isolé a partir des genres Fusidium,

Cephalosporium,

Microsporium, Mucor et Chrysosporium (Von Daehne et al., 1984). Inversement,
plusieurs antibiotiques peuvent étre produits par un méme microorganisme, comme c’est le
cas de Streptomyces hygroscopicus qui synthéetise 58 antibiotiques differents (Berdy et al.,
1987).

5.1.- Bactéries non mycéliennes

Prés de 7% des antibiotiques d’origine bactérienne sont élaborés par les Bacillaceae
(ex. : Bacillus subtilis), 1,3% par les Pseudomonadaceae (ex : Pseudomonas) et 1,7% par
d’autres bactéries de genres trés divers, tels que Micrococcus, Proteus, Chromobacterium,
etc. Ces antibiotiques sont souvent de nature peptidique (Vandamme, 1985) ou parfois
aminoglycosidique, hétérocyclique, lipidique, phénazinique, etc. (ex.: bacitracine,

polymyxine, phénazines, etc.) (Berdy et al., 1987).

5.2.- Champignons

Environ 2000 especes des champignons décrites sont productrices d’antibiotiques. Le

nombre de ces molécules d’origine fongique est supérieur a 1200 (Berdy, 2005).
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Parmi ces champignons producteurs, nous citerons les genres Aspergillus, Penicillium,
Cephalosporium et Fusarium (des ascomycetes ou des formes imparfaites) et aussi certains
basidiomycétes et zygomycétes (Betina, 1983 ; Laskin et Lechevalier, 1984). Les
antibiotiques les plus connus sont la pénicilline, la céphalosporine, I’acide fusidique et la

griséofluvine (Barrett et al., 2001).

5.3.- Actinobactéries

Pres de 80% des antibiotiques d’origine actinomycétale sont synthétisés par
Streptomyces, le genre le plus répandu dans I’environnement (Watve et al., 2001;Lazzarini et
al., 2000). Environ 15% de ces molécules actives sont sécrétés par les souches de Nocardia,
Micromonospora, Actinoplanes et Actinomadura, tandis que les 5% restants le sont par les
autres genres, peu répandus ou parfois méme rares, tels que Nocardiopsis,Saccharothrix, etc.
Les actinobactéries, surtout celles qui ont une structure mycélienne, sont réputées pour la
production d’antibiotiques, en particuliers le genre Streptomyces qui sécrete pres de la moitie
des antibiotiques naturels d’origine microbienne (Solecka et al., 2012) mais aussi d’autres
genres que 1’on retrouve peu fréquemment ou parfois méme rarement (Tiwari et Gupta, 2011).
Streptomyces sannanensis, une actinobactérie halophile et alcaliphile isolée a partir d'un sol
alcalin, produit un antibiotique puissant contre les bactéries a Gram positif (Singh et al.,
2006).

Actinopolyspora mortivallis, actinobactérie modérément halophile isolée d’un sol sale, sécrete

un antibiotique nucléosidique (Yoshida et al. 1991).

6.- Phénomene de résistance aux antibiotiques.

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne aussi ancien que ’apparition des
antibiotiques. Les antibiotiques sont au départ des substances naturelles générées par des
champignons mais aussi par certaines bactéries pour se défendre contre les autres bactéries.
6.1.- Les types de résistance.

6.1.1.- La résistance naturelle.

Les bactéries n’étant pas suicidaires, les premiéres qui ont appris a synthétiser des

antibiotiques ont développé dans le méme temps, les moyens de s’en protéger. 1l s’agit de la

résistance naturelle aux antibiotiques (Lozniewski et Rabaud, 2010).

.
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La résistance naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme
espéce (Smaoui, 2010), elle fait partie du patrimoine génétique normale du germe (Yala et al.,
2001).

Klebsiella spp produit naturellement des béta-lactamases, et les bactéries anaérobies
sont naturellement résistantes aux aminosides (Lozniewski et Rabaud, 2010).

6.1.2.- La résistance acquise

A cbté de la résistance naturelle, existe aussi des résistances acquises, c’est
I’acquisition de nouveaux genes capables de rendre la bactérie insensible a un antibiotique ou
a un groupe d’antibiotiques, ces nouveaux genes peuvent &tre obtenu Soit par mutation au
niveau du chromosome, soit par transfert d’ADN des plasmides conjugatifs ou de transposons

(ala et al., 2001 ; Summers, 2006 ; Wright, 2007).

6.2.- Mécanismes biochimiques de résistance bactérienne aux agents antibactéeriens

Ils peuvent étre regroupés en trois grands types de mécanismes : diminution de la
perméabilité et efflux actif, modification de la cible des antibiotiques, production d’enzymes
inactivant les antibiotiques (Levy et Marshall, 2004 ; Wright, 2007).

6.2.1.- Modification de la cible des antibiotiques

Par mutation affectant la structure des porines ou diminuant leurs synthése par les
quelles I’antibiotique ne peut pas pénétrer dans la bactérie (Lozniewski et Rabaud, 2010).
Les PLP sont des protéines possédant une activité enzymatique (transpeptidases,
carboxypeptidases ou glycosyltransférases) impliquée dans la synthese de la paroi bactérienne
et possédante une affinité pour les p-lactamines.
La résistance a la meéticilline, qui entraine une résistance a toutes les B-lactamines, est
déterminée par la présence d’un géne chromosomique (mecA) qui code pour la PLP2a. Cette
PLP additionnelle a moins d’affinité pour les B-lactamines et en particulier pour la méticilline
(De Jonge 1993; Ryffel, 1992) . Ce mécanisme est présent chez les Staphylococcus aureus
résistant a la méticilline (SARM) et chez les SCN.
La régulation du géne mecA est principalement sous la dépendance de deux genes : les génes

mecl (répresseur du géne mecA) et mecR (antirépresseur).

.
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La résistance conférée par mecA peut étre homogene (résistance exprimée par toutes les
souches) ou hétérogeéne (résistance exprimée seulement par une proportion des colonies filles
issues d’une coloniemére exprimant la résistance).

Chez les souches présentant une résistance hétérogene a la méticilline, le niveau de réesistance
n’est pas corrélé avec la quantité de PLP2a, mais semble étre sous la dépendance de quatre
génes fem A, B, C, D (facteurs essentiels a la méticillino-résistance) chromosomiques
impliqués dans la formation du pont interpeptidique pentaglycine du peptidoglycane. A
I’heure actuelle, aucun des genes régulateurs impliqués dans la résistance aux B-lactamines ne

permet d’expliquer le caractere hétérogéne de cette résistance (De lancastre ,1993).

6.2.2.- Pompes d’efflux

Un certain nombre de bactéries posseéde une capacité intrinseque de rejeter hors de la
cellule la substance qui vient d’y entrer. Cette propriété est trés connue chez les bactéries a
Gram négatif (c’est le cas de Pseudomonas aeruginosa) qui possedent dans leur membrane
des protéines, appelées pompes effluentes, qui expulsent les antibiotiques (Lee, 2006 ;

Jayaraman, 2009).

6.2.3.- Production d’enzymes inactivant les antibiotiques

Les antibiotiques sont susceptibles d’étre dégradés par voie enzymatique. L’exemple
le plus connu est I’hydrolyse du noyau béta-lactame par des béta-lactamases dont certaines de
ces enzymes sont a spectre élargi (Braford, 2001).
Le nombre de béta-lactamases plasmidiques est tres élevé et elles sont classées selon leurs
vitesses d’hydrolyse, leurs constantes d’affinité pour les béta-lactamines, leurs faculté a étre
inhibée par les inhibiteurs tels que ’acide clavulanique (Lozniewski et Rabaud, 2010).
*Les pénicillinases sensu stricto ; chez les especes Staphylococcus aureus, elles inactivent la
pénicilline G, la pénicilline A, elles sont par contre sans action sur la pénicilline M ainsi que
sur les céphalosporines.
*Les pénicillinases a spectre élargi ; Ces béta-lactamases entrainent une résistance (ou une
diminution d’activité) vis-a-vis des penicillines G, des pénicillines M, des
carboxypénicillines, des uréidopénicillines, des céphalosporines de la 1lére et de la 2eme
génération.
*Les Béta-Lactamases a Spectre Etendu (BLSE) ; ces béta-lactamases dérivent des

enzymes précédentes par mutation des génes codant pour les béta-lactamases a spectre élargi.

.
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Le profil de résistance conféré est identique a celui conféré par les béta-lactamases a spectre
élargi mais il s’étend aux céphalosporines de la 3éme génération et a I’aztréonam. Les béta-
lactamases a spectre etendu sont sensibles aux inhibiteurs (Bonnet, 2004).

*Les béta-lactamases résistantes aux inhibiteurs ; les béta-lactamases résistantes aux
inhibiteurs dérivent de certains béta-lactamases a spectre €élargi par mutation ponctuelle. Le
profil conféré est identique a celui des béta-lactamases a spectre élargi mais ces enzymes ne
sont pas inhibées par I’acide clavulanique, le sulbactam ou le tazobactam.

D’autres enzymes hydrolysent de nombreux antibiotiques, tels céphotaximases (Bonnet,
2004 ; Conton et Coque, 2006). Les enzymes inactivant les aminosides sont divisées en trois
classes : aminosides-phosphotransférases, aminosides-nucléotidyltransférases,
aminoaceétyltransférases (Doi et Arakawa, 2007).

Les stréptogramines sont inhibés par streptogramine A (O-) acétyltransférase (Seoane et
Garcia-Lobo, 2000 ; Suganito et Roderick, 2002) et streptogramines B (CO-) lyase
(Mukhtar et al., 2001).

7.- Microorganismes résistants aux antibiotiques

La sensibilité des microorganismes aux différents antibiotiques est treés diverse, les bactéries a
coloration de Gram positive et les bactéries a coloration de Gram négative peuvent avoir un
comportement différent vis-a-vis un antibiotique spécifique, alors que certains

antibiotiques a large spectre présentent la méme efficacité sur ces deux groupes (Madigan et
al.,1997).

7.1.- Microorganismes résistants a Gram positif

Les coques a Gram positif se caractérisent par la capacité d’évolution de leurs
phénotypes de résistance aux antibiotiques, ainsi que par leur grande faculté d’acquisition de
nouveaux mécanismes de résistance, que ce soit par I’intermédiaire de transferts de matériel
génétique au sein d’'une méme espece bactérienne ou entre especes différentes (Quincampoix

et Mainardi, 2001).

7.1.1.- Staphylococcus aureus

Les Staphylococcus aureus est une bactérie extrémement pathogéne pour I’homme.
Elle est la cause de multiples infections, qui vont de la lésion cutanée (furoncles, panaris,

impétigo, etc.), a I’endocardite, la pneumonie aigu€, I’ostéomyélite ou la septicémie. Elle est
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trés redoutée en milieu hospitalier et arrive au premier rang des germes a Gram positif
responsables d’infections nosocomiales. Les souches les plus dangereuses sont celles qui sont
multi-résistantes aux antibiotiques. C’est le cas du Sarm, résistant a la pénicilline (comme
60% des souches multi-résistantes), mais aussi, et plus récemment, le SARV : souche
de Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine.

La résistance aux B-lactamines chez les staphylocoques repose sur deux grands types
de mécanismes : un mécanisme de résistance extrinséque par production d’enzymes inactivant
I’antibiotique et un mécanisme de résistance intrinseque par modification des protéines de
liaison a la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP. Cette PLP additionnelle a
moins d’affinité pour les f —lactamines (Fluit et al., 2001).

7.1.2.- Streptococcus pneumoniae

Un pourcentage élevé de souches de pneumocoques a par ailleurs acquis une
résistance aux tétracyclines, a I’érythromycine, au cotrimoxazole. Les pneumocoques sont
restes sensibles aux glycopeptides et aux synergistines. Ils sont sensibles a certaines des
nouvelles fluoroquinolones (lévofloxacine, moxifloxacine), aux kétolides et au linezolide.

Le traitement des méningites a pneumocoques de sensibilité diminuée aux B-lactamines pose
un probléme difficile. Le traitement de choix est habituellement la pénicilline G (ou une
aminopenicilline).

La résistance aux [3- lactameparS. pneumoniae est duea la diminution de I’affinité pour
les antibiotiques (Fluit et al., 2001). Cependant cette espece utilise le mécanisme d’efflux et
aussi unemethylase pour résister aux Macrolides (Fluit et al., 2001).

Le mécanisme de résistance aux fluoroquinolones, macrolides et lincosamides repose
sur différents mécanismes : modification enzymatique de la cible et pompe a efflux des
antibiotiques (Fluit et al., 2001).

7.1.3.- Entérocoques

Les entérocoques se caractérisent par une résistance naturelle aux pénicillines et une
résistance naturelle de bas niveau aux aminosides (Leclercq, 1997) L’espéce E. faecalis se
caractérise en plus par une résistance naturelle aux lincosamides et aux sulfamides. Tous les
entérocoques possédent une PLP particuliere (PLP5), de faible affinité pour les p-lactamines
et responsable de CMI des pénicillines dix a 100 fois supérieures a celles retrouvées pour les

autres streptocoques.
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De méme, les céphalosporines sont naturellement inactives sur les entérocoques
(Patterson, 1988).

7.2.- Microorganismes résistants a Gram négatif
7.2.1.- Pseudomonas aeruginosa

Les Pseudomonas sont aérobies stricts, oxydase positif, mobiles, produisant souvent
des pigments diffusibles et naturellement résistants a de tres nombreux antibiotiques,
saprophytes et on les trouve essentiellement dans I'eau. Ils peuvent contaminer des solutés
pour perfusion, des solutions antiseptiques, des préparations médicamenteuses liquides.

L'espéce principale, Pseudomonas aeruginosa (ou bacille pyocyanique), a les
caractéres suivants : protéolytique, production d'une exotoxine néecrosante par certaines
souches, production de deux pigments : la pyocyanine (pigment bleu), qui est spécifique de P.
aeruginosa, et la pyoverdine ou fluorescéine qui est présente chez d'autres Pseudomonas.

C’est une bactérie pathogene opportuniste capable d’infecter de nombreuses
especes animale dont ’homme. Elle provoque de plusieurs pathologies en particulier chez les
patients immunodéprimés (diabete, cancer, sida, etc.). Elle est la plus fréqguemment
responsable de pneumonies nosocomiales apresStaphylococcus aureus. Cette bactérie peut
causer des pneumonies chronigques. Ainsi, P. aeruginosa est caractérise par une aptitude
particuliére a 1’acquisition de mécanismes de résistance pouvant conduire a une impasse
thérapeutique avec une grande capacité d’adaptation a I’environnement (Tenover, 2006).
Cette espéce, opportuniste majeur, exprime son potentiel pathogene lorsqu'il est introduit dans

des zones aux défenses immunitaires diminuées.

7.2.2.- Acinetobacter baumannii

C’est une espece pathogene opportuniste qui peut étre responsable d’infections
nosocomiales séveres malgré sa faible virulence, en particulier chez les patients
immunodéprimés. Cette espéce produit naturellement des p-lactamases de type

céphalosporinase et oxacillinase (Poirel et Nordmann, 2006).

7.2.3.- Enterobacteriaceae
Les Enterobacteriaceae sont responsables d’importantes infections digestives,

urinaires, respiratoires et sanguines. Beaucoup d’espéces d’Enterobacteriaceae possedent une

.
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résistance a un niveau élevé aux antibiotiques par leurs changements génétiques (Paterson,
2006).

Le groupe Klebsiella, Enterobacter, Serratia, dit K.E.S, sont rassemblés dans des
enterobacteriaceae qui ont en commun les caracteres suivants : ce sont des bactéries
pathogénes, la réaction de Voges-Proskauer (\VVP) est généralement positive et sont souvent
multi-résistantes aux antibiotiques (Avril, 2000).
7.2.3.1.- Salmonella

Le genre Salmonella est I'un des 32 genres de la famille des Enterobacteriacaes
(Bergeron, 2009). Salmonella est un bacille Gram négatif non sporulant, dont la mobilité est
assurée par des flagelles péri triches (a I’exception de S. Gallinarum qui n’en posseéde pas) et
qui est de type aéro-anaérobie. Ces batonnets de 2 a 3 um de long sont des bactéries
mésophiles, peu exigeantes d’un point de vue nutritionnel.

Les salmonelles sont des bactéries a Gram négatif aerobies et non sporulées. Ils
demeurent I’un des problémes les plus épineux en aviculture. A ce titre, les études menées au
Laboratoire Nationale de I’Elevage et de Recherche Vétérinaire ont montré que 25% des
élevages avicoles de Dakar sont contaminés et le méme pourcentage a été observé dans les
pays développés (Tall, 2004). Ce sont des entérobacteries a tropisme digestif, pathogénes pour
I’homme et pour de nombreux vertébrés. Au total, 2501 sérovars différents de Salmonella ont
¢été identifiés jusqu’en 2004 (OMS, 2005).

Les germes sont omniprésents dans le milieu extérieur et peuvent persister plus de
deux ans dans les fientes a I’abri du soleil et dans une fraicheur humide (Villat, 2001).

A Texception des salmonelles spécifiquement adaptées a I’homme (S. Typhi,
Paratyphi A et C Sendai) toutes les infections a Salmonella peuvent étre considérées comme
des zoonoses (Van Leeuwen et al, 1982). Ce sont des agents de Toxi-infection Alimentaire
Collective (TIAC) les plus a craindre.

Les matrices les plus souvent responsables de ces TIAC sont les produits avicoles, oeufs et
viandes (Leclerc et al, 1995 ; OMS, 2005).

7.2.3.2.- Escherichia coli

Bacille a coloration de Gram négative, aéro-anaérobie facultatif, oxydase négative,
mesurant de 2 a 4 um de long et d’un diamétre d’environ 0,6 pm, Escherichia coli (E. coli) est
une bactérie normalement présente parmi la microflore digestive de ’'Homme et des animaux

a sang chaud.

=
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Mais certaines souches d’E. Coli sont pathogeénes car elles ont acquis des facteurs de
virulence. Sur la base des signes cliniques observés chez les malades, les souches d’E. Coli
pathogénes sont regroupées en pathovars (ou pathotypes) parmi lesquels les E. coli
entérohémorragiques ou EHEC (enterohemorrhagic E. coli).

E. coli est a la fois une bactérie commensale majeure du tube digestif et, en fonction
de ses facteurs de virulence et de retat de sante de I'hdte, une bactérie pathogene importante,
pour I'Homme et I'animal. Sa résistance aux antibiotiques est donc particulierement surveillée.
En effet, cette antibioresistance peut étre a l'origine d'échecs thérapeutiques vis-a-vis des
infections a E. coli (Rice, 2009) et peut également constituer un réservoir de genes de
résistance potentiellement transmissibles a d'autres bactéries telle que les salmonelles par
exemple (Cloeckaert et al., 2010).

7.2.3.3.-Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae a largement contribué a la dissémination hospitaliere des (-
lactamases a spectre étendu (BLSE) qui leur Conférent une résistance céphalosporines 3°™
génération (C3G) (Paterson, 2005 ; Sirot, 1995). Plus recemment, cette espéce occupe une
position importante dans I’émergence et la dissémination de certines enzymes conférant la
résistance aux carbapénémes (KPC, OXA-48).

C’est une bactérie pathogéne importante qui cause des pneumonies, mais aussi des
infections des appareils urinaire et intra-abdominal. Elle est impliquée dans des infections
nosocomiales de la circulation sanguine, tout comme E. coli (Podschun et Ullmann, 1998). La
résistance de bas niveau aux carboxypénicillines est due a la production de pénicillinases
chromosomiques et celle a niveau élevé de pénicilline est liée a la production de B-lactamases
codées par un gene acquis plasmidique (Tumbarello et al., 2006; Maltezou, 2008). La
résistance de K. pneumoniae peut se développer aux B-lactamases a spectre étendu (BLSE) et
a d’autres classes d’antibiotiques comme les quinolones, les aminosides, les macrolides, les

tétracyclines et les phénicols (Ben Achour et al., 2009).

Il. ANTIBIOGRAMME

1.- définition :

L’antibiogramme est un examen de laboratoire visant a déterminer la sensibilité

d’une bactérie a différents antibiotiques. En effet, de nombreuses bactéries sont devenues,

.
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avec le temps, résistantes aux antibiotiques. Il n’est donc pas toujours évident de trouver

I’antibiotique qui sera efficace pour traiter une souche bactérienne donnée.

En mettant en contact des bactéries (prélevées chez un malade) avec plusieurs
antibiotiques, I’antibiogramme permet de voir quels sont les produits qui inhibent la

croissance bactérienne et qui seront efficaces pour traiter 1”infection (Anonyme 1).

2.- Détermination des catégories S/I/R:
A la suite des recommandations du Comité d'Experts de Standardisation biologique de 'OMS
(1979), la Société Francaise de Microbiologie a créé un Comité de I'Antibiogramme
(CA-SFM) charge de déterminer les valeurs critiques qui délimitent les catégories cliniques et
de proposer un guide pour la détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques.
Les valeurs critiques définies pour les concentrations et les diametres des zones d'inhibition,
ainsi que les recommandations spécifiques a certaines especes ou a certains groupes
d'antibiotiques sont publiées dans un communiqué annuel par le CA-SFM.
Trois catégories cliniques ont éte retenues pour l'interprétation des tests de sensibilité in vitro :
Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire ().
- Les souches catégorisées S sont celles pour lesquelles la probabilité de succes thérapeutique
est forte dans le cas d'un traitement par voie systémique avec la posologie recommandée dans
le résume des caractéristiques du produit (RCP).
- Les souches catégorisées R sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité d'échec
thérapeutique quels que soient le type de traitement et la dose d'antibiotique utilisée.

Les souches catégorisées | sont celles pour lesquelles le succes thérapeutique est
imprévisible. Ces souches forment un ensemble hétérogéne pour lequel les résultats obtenus

in vitro ne sont pas prédictifs d'un succes thérapeutique.

3.- Définition Bactériostase et bactéricide

Les interactions bactérie/antibiotique dans le temps, en présence de concentrations
croissantes d'antibiotique, peuvent se traduire soit par un ralentissement de la croissance
bactérienne (bacteriostase), soit par un effet létal de I'antibiotique (bactéricide).

La bacteriostase est quantifiée par la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
bactéricide par la concentration minimale bactéricide (CMB), les deux concentrations étant

exprimées en mg/l.

-
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La CMI est la plus faible concentration d'antibiotique pour laquelle il n'y a pas de
croissance visible a I'ceil nu, aprés 16 a 24 heures d'incubation, de la souche bactérienne
étudiee.

La CMB est la plus faible concentration d'antibiotique laissant aprés 16 a 24 heures
d'incubation un pourcentage de survivants < 0,01 % (soit une bactérie survivante sur 10000)
de l'inoculum de départ Un antibiotique est bactéricide si la CMI et la CMB sont proches. Si
le rapport CMB/CMI > 32, l'antibiotique est bactériostatique, ou S'il s'agit d'un antibiotique
habituellement considéré comme bactéricide, la souche est dite tolérante.

4.- Association d'antibiotiques
Les objectifs théoriques de la pratique d’une association sont les suivants :

- Elargir le spectre

C’est ’objectif recherché le plus facile a atteindre, particulierement dans le cadre de
I’antibiothérapie probabiliste et du traitement des infections poly microbiennes a flore mixte
aero- et anaérobie.
- Obtenir une synergie

La synergie résulte d’une interaction positive entre deux antibiotiques dont I’action
antibactérienne conjointe est supérieure a la somme des actions de chacun des deux
antibiotiques pris isolément.
- Diminuer I’émergence de souches résistantes

Au sein de la population bactérienne visée par le traitement, la proportion de mutants
résistants varie selon I'espece et selon l'antibiotique.
- Diminuer la toxicité du traitement

Cet objectif est illusoire. Les antibiotiques utilisés en association doivent étre utilisés
chacun aux doses préconisées par 'AMM. Les associations additionnent les risques d'effets
indésirables de chaque médicament et peuvent étre responsables d'une potentialisation de

toxicité. (Boyadjiev et al., 2011).

5.- Antibiogramme en milieu gélosé : méthode des disques
5.1.- Principe général

Pour réaliser I’antibiogramme par le méthode des disques, la culture bactérienne est
ensemencée a la surface d’une gélose spécialement étudiée, la gélose de Mueller-Hinton

(éventuellement additionnée de sang). Des disques pré-imprégnés d’une dose connue

&
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d’antibiotique sont déposés a la surface de la gélose. L’antibiotique diffuse a partir du disque
en créant un gradient de concentration. La détermination du diamétre de la zone d’inhibition
permet une estimation de la concentration minimale inhibitrice. Les caractéres de sensibilité

ou de résistance de la souche bactérienne en seront déduits (SFM, 2010).

5.2.- Technique de I’antibiogramme

En pratique, on réalise a partir de I’isolement (c’est-a-dire une souche pure), et un
ensemencement en tapis sur le milieu de culture. On dispose ensuite les disques
d’antibiotiques et on place les boites de Pétri a I’incubateur. Au bout de 24 h, on lit les

différents diametres d’inhibition (Figure2 et Tableaux 4, 5, 6 et 7), recommandé par ’OMS et

la Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (SFM, 2010).

-

Figure 1. Exemple de gélose avec des disques d’antibiotiques et une souche bactérienne ayant

une sensibilité variable aux antibiotiques testés (Photo Originale)
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Tableau 3. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour une

Entérobactérie : Escherichia coli ATCC25922 (Rahal et al., 2011).

—_— : Charge des | Diameétres critiques (mm) [  CMI critiques (ug/ml)

Antibiotiques testés Disques R I S s I S
Ampicilline 10pg <13 | 14-16 | 217 | 232 16 <8
Amodialine 20M0ug | <13 | 14-17 | 218 | 32116 | 16/8 | <8/4
+Ac.clavulanique
Céfazoline 30Hg <19 | 20-22 | 223 >8 4 S
Céfalotine 30ug <14 | 15-17 ] 218 | 232 16 <8
Cefoxitine 30pg <14 [ 15-17 | >18 | 232 16 <8
Céfotaxime 30ug <22 | 23-25 | 226 24 2 <1
Ceftriaxone 30ug <19 | 20-22 | 223 24 2 <1
Imipéneme/Meropéneme 10ug <19 | 20-22 | 223 24 2 <1
Ertapéneme 10ug <19 | 20-22 | 223 > 1 05 |[<025
Amikacine 30ug <14 1 15-16 | 217 | 264 32 <16
Gentamicine 10ug <12 | 13-14 | 215 | 216 8 <4
Acide nalidixique 30ug <13 | 14-18 | 219 | 232 <16
Ciprofloxacine 5ug <15 [ 16-20 | >21 24 2 <1
Chloramphénicol 30ug <12 [ 13-17 1] 218 | >32 16 <8
0[]  E  E  E IE
Furanes 300pg <14 | 15-16 | 217 | >128 64 <32
Fosfomycine 200ug <12 [ 13-15| 216 | 2256 128 | <64
Triméthoprime+
Sulfaméhozols 1.25/23.75ug | <10 | 11-15 | 216 | 24/16 | - <2/38
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Tableau 4. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour Pseudomonas
aeruginosa et Acinetobacter sp (Rahal et al., 2011).

Antbiotques testés czgrge des | Diametres critiques (mm) CMI critiques (pg/ml)
ISques R I 8 R I S

Ticarcilline 15 4g 14 15 128 64
Ticarcilline + 15/10ug 14 15 1282 | === 64/2
ac.clavulanique

Pipéracilline 100 pg 17 18 128 | == 64
Ceftazidime 30 g 14 15-17 18 32 16 8
Aztréonam 30 pg % | 16-2] 22 3¢ 16 8
Imipéneme 10 ug 13 14-15 16 16 8 4
Amikacine 30 Hg 14 15-16 17 64 32 16
Gentamicine 10 g 12 13-14 15 16 8 4
Nétilmicine 30 Hg 12 13-14 15 32 16 8
Tobramycine 10 ug 12 13-14 15 16 8 4
Ciprofloxacine S5Ug 15 16-20 21 4 2 1
Lévofloxacine 5Ug 13 14-16 17 8 4 2
Fosfomycine ** 50g + <14 | e 214 > 32 <32

50pg G6P

Rifampicine ** 30 Hg <14 14-181] 219 >16 16-8 <4
Colistine 10ug 10 | - 11 8 4 2
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Tableau 5. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI Staphylococcus
sp (Rahal et al., 2011).

Charge | Diametres critiques (mm) | CMI critiques (pg/ml)
Antibiotiques testés des
disques R | S R | S
FAeline 10U | 28| — | 29 | 025~ 0,12
Oxacilline (S.aureus) THg 10 | 11-12 13 4 | e 2
Oxaciline (S.lugdunensis) | 1Hg | === | == | == 4 | e 2
Cefoxitine (S.aureus 30 ’ " g | .
et S.lugdunensis) 9
Oxacilline (S.C.N. sauf
S.lugdunensis) ifg | =] = | & P | =8 e
Céfoxitine (S.C.N.sauf
S.lugdunensis) Vg | A - 23
Gentamicine 10 ug 12 | 13-14 15 16| 8 4
Kanamycine 30 ug 13 [ 14-11 18 64 | 32 16
Amikacine 30 Ug 14 [ 15-16 17 64 | 32 16
Erythromycine 15 jg 13 | 14-22 23 8 [ 14| 05
Clindamycine 249 14 [15-20| 21 4|12 05
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Tableau 6. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI Staphylococcus

sp (Rahal et al., 2011).

Antibiotiques Chargedes | Diamétres critiques (mm) CMI critiques (pug/ml)
testés disques R | S R | S
Vancomycine M | - - e 32 8-16 A
Teicoplanine 30 Ug 10 | 11-13 14 32 16 8
Ofloxacine SHg 14 | 156-11 18 4 2 1
Triméthoprime+ | 4 oep3 gsug | 10 | 11-15 | 16 416 | 2138
sulfaméthoxazole
Rifampicine SHg 16 | 17-19 20 4 2 1
Tétracycline 30ug 14 | 15-18 19 16 8 4
Chloramphénicol 30Ug 12 | 13-11 18 32 16 8
Pristinamycine 15 g <19 | 19-21 22 32 <1
Acide fusidique** 10 ug <24 | e > 24 > 1 <1
Fosfomycine** 50 pg <14 | e >14 > 32 <32

5.3.- Lecture interprétative de I'antibiogramme

La lecture interprétative de l'antibiogramme est fondée sur la connaissance des
phénotypes de résistance. Elle a pour principal but de transformer un résultat catégorisé
"sensible™ en un résultat "intermédiaire” ou "résistant” en raison d'un risque d'échec
thérapeutique. La lecture interprétative nécessite une identification correcte de la souche et
une méthode d'antibiogramme parfaitement standardisée. La mise en évidence de phénotypes

de résistance hautement improbables compte tenu de l'identification de la souche doit
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conduire a vérifier l'identification bactérienne, a contrdler la pureté de l'inoculum et a
controler également la technique de I'antibiogramme (SFM, 2003).
5.4.- Standardisation de I’antibiogramme

La fiabilit¢ des résultats d'un antibiogramme est influencée par de nombreux
paramétres qui doivent étre rigoureusement contrélés. La standardisation est régie par des
documents émanant de I'0.M.S. et des divers comités nationaux (pour la France par exemple,
c’est le le Comité de 1'Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie). Selon les
pays, il peut exister des variations techniques et il est important de respecter une technique
identique a celle utilisée pour I'établissement des courbes de concordance. Parmi les
principales recommandations, on peut citer les points suivants :

% Le milieu de culture doit permettre la croissance de nombreuses bactéries et il ne doit
pas contenir d'inhibiteurs des antibiotiques. Le milieu retenu pour la majorité des
especes bactériennes est celui de Mueller-Hinton.

% Le pH influence l'activité de plusieurs antibiotiques (les aminosides et les macrolides
sont plus actifs en milieu alcalin, alors que les tétracyclines sont plus actives en milieu
acide) et il doit étre compris entre 7,2 et 7,4 (valeur qui permet une bonne croissance
bactérienne et qui réalise un compromis pour l'activité des antibiotiques).

% Pour les méthodes de diffusion, la source d'antibiotique est en fait constituée par le
disque et le cylindre de gélose sous-jacente. L'épaisseur de la gélose va donc
conditionner la concentration de la source d'antibiotique et elle doit étre de 4 mm.

% Les antibiotiques, ainsi que les disques doivent étre standardisés. Cette standardisation
est effectuée par les fabricants et le laboratoire a pour unique responsabilité de stocker
les disques dans des conditions optimales et de ne pas utiliser des disques périmés.
Avant utilisation, les disques doivent étre amenes a température ambiante.

% La densité de I'inoculum bactérien est un élément primordial et elle doit étre ajustée a

l'aide d'un spectrophotomeétre ou par comparaison avec un étalon d'opacité, c’est-a-

direz I’échelle de McFarland)
¢+ Une phase de pré-diffusion des antibiotiques peut conduire a l'obtention de zones
d'inhibition plus importantes. Selon les pays, une pré-diffusion est ou non préconisee.

En France, la technique du "Comité de I'Antibiogramme de la SFM" ne prévoit pas de

pré diffusion.

-
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< Latempérature et la durée d'incubation doivent étre fixes. Pour la majorité des
bactéries I'incubation est effectuée a 35-37 °C durant 18-24 heures dans une
atmosphére normale. (SFM, 2003) ;
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I. MATERIEL DU LABORATOIRE

Le matériel que nous avons utilisé au cours de ce travail de recherche est représenté ci-
dessous.

1.-Appareillage

Autoclave, étuve (Memmert), spectrophotométre (Dialab DTN-410), pH-metre et

Bain-marie (Memmert).
2.-Petit matériel

Bec Bunsen, anse de platine, boites de Pétri, pipettes Pasteur, pince bactériologique,
verreries (tube a vis, éprouvettes graduées), micropipettes réglables, disques d’antibiotiques,
portoir, écouvillon, flacons a prelevement thermo stérile de 40 ml, régle graduée, seringues en

plastique de 5mL stériles.
3.- Produits chimiques

Eau distillée, eau physiologique, solution tampon soude (NaOH) et (HCI).
4.- Matériel biologique

Pour le déroulement de notre travail, nous avons utilisé 3 souches bactériennes
différentes qui font parties de deux groupes de microorganismes : Gram positive (une seule
souche) et Gram négative (deux souches). Ces trois souches ont été choisies car elles ont une
croissance rapide (moins de 24 heures) a 25,30,37 et 44 °C et sont fréquemment isolées des

échantillons cliniques (Tableau 7).
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Tableau 7. Description des souches utilisé (Beddou, 2015 ; Grosjean, et al., 2011).

Germe Souche Référence | Habitat préférentiel | Infections hospitaliéres
Escherichia coli 25922 * Eaux usées « Infections respiratoires
(ATCC) | * Matiére fécales * Infections urinaires
* Aliments *Plaies septicémies
2 contaminés
gé g Pseudomonas 27853 * Sol, eau, plantes * Infections pulmonaires
aeruginosa (ATCC) | * Voies respiratoires | et urinaires
* Matieres fécales * Brdlures
* Appareils sanitaires | < Plaies septicémies
Staphylococcus 25923 * Peau, cheveux « Infections cutanées,
+ aureus (ATCC) | * Nasopharynx plaies, abces
E Périnée * Ostéites, ostéomyélites
% * Poussiéres, air * Infections pulmonaires
é * Aliments * Intoxications
contaminé alimentairese

Les souches utilisées ont été fournies par I'hdpital d'Ouargla.

5.- Milieu de culture

Nous avons utilisé le milieu gélose Mueller Hinton (Figure 2), qui est un milieu relativement
riche, mais qui reste un milieu de base qui permet la culture des bactéries non exigeantes, est
employée lors de la méthode de diffusion en gélose pour les bactéries autres que celles a
croissance lente.

La gélose Mueller-Hinton permet la réalisation de I’antibiogramme standard (principale

utilisation).

5|
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Figure 2. Flacons contiens la gélose Mueller Hinton utilisé comme milieu de culture pour

I’antibiogramme (Photo Originale).

6.- Repiquage des souches bactériennes
Les trois souches bactériennes utilisées ont été repiquées par la méthode des stries sur
milieu gélosé Mueller Hinton, puis incubées a 37 °C, durant 24 h, afin d'obtenir des colonies

isolées jeunes qui vont servir a la préparation de ’inoculum (Figure 3).

/ v
/

Figure 3. Colonies d’Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus

repiquées par la méthode des stries, incubées a 37 °C, durant 24 h (Photo Originale).
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I1.- METHODES UTILISEES
Notre démarche expérimentale est résumée ci-dessous:

Antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé.

Isolement (18-24h sur milieu non sélectif)

Suspension en eau physiologique
de trouble équivalent au standard
Mc Farland 1.

Culture en bouillon
non sélectif de 18h

Technique par écouvillonnage

Pour un bacille Gram négatif diluer au 1/100

(1 goutte de pipette Pasteur dans S mL).

Pour un Staphylococcus, Enterococcus diluer au 1/10
(1 mL dans 9mL)

Pour un Streptococcus ne pas diluer.

fim
Inoculum I

l

A I’aide d’un écouvillon essor¢, ensemencer toute
la surface du milieu (3 passages a orientation décalée

Préparation de I’inoculum  Souche pure a étudier
<

E de 60° pour la boite et I’ ecouvnllon)
QE) .
b ‘
[>) \
= \
z
Q A
£ © ! ®°
= 60° (1/3 de lour) 60° (1/3 de tour)
3 J >
Koy o o
a o o
\ Diametre
S —— Diameétre d'inhibition en mm
o  Pourchaque antibiotique, mesurer le diamety Jﬂm{
= de la zone d’inhibition. Grace aux abaques D d
2 (exemple  droite) déterminer la catégorie 18 10 0 ‘ S~ ‘ ﬁ| = ’mm l
8 clinique de la bactérie vis a vis de chaque | Sensible I lnfermédlolrel Résistant (
| antibiotique testé (sensible, intermédiaire,
Ladic ot 1 5 10 20
résistant) et estimer la CMI. o ocs Ds e AB
c ¢ Dans cet exemple la bactérie est intermediaire

’ — de I’antibiotique. Estimation de
Concentration en antibiotique g V'S. q
Abaque de lecture en ug/cm3 ou mg/L Io.CMI ;4 mg/L.< CMI <16 mg/L
CCI = ¢ = concentration critique inférieure (CCS = C = supérieure)
D = diamétre critique supérieur (d = inférieur) - . .
Rémi Moreda - Lycée Docteur Lacroix - Narbonne

Figure 4. Etape de la démarche expérimentale.
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1.- Antibiogramme par diffusion en milieu Mueller Hinton gélosé
1.1.-Préparation des Milieux de culture (différent PH)

Le pH de milieu Mueller Hinton doit étre de 7,2 a 7,4 mais dans notre étude nous avons
de 5 milieux a pH différent (6 - 6,5 - 7 - 7,5 et 8 ) pour cette objectif en prépare le milieux
MH et a chaque en I’ajoute des gouttes de la solution tampon (NaOH) pour les pH alcalins

(7,5 - 8) et des gouttes de (HCI) pour les pH acides (6 — 6,5).

1.2.- Préparation de la solution mére et ajustement de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu Mueller Hinton solide, on fait racler a
’aide d’une pipette quelques colonies, visiblement bien isolées et parfaitement identiques. On
décharge la pipette dans 20 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% NaCl(Figure 5). On fait
bien agiter pour homogénéiser la suspension bactérienne (solution mére) avant de mesurer sa
densité optiqgue DO (Figure 6), son opacite doit étre au maximum entre 0,08 et 0,1

(absorbance a 625 nm), dont la densité est ajustée au standard McFarland 0,5.

Figure 5. Préparation de la solution meére a partir d’une culture pure d’Escherichia coli
(Photo Originale).
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1.3.- Détermination de la concentration d’inoculum

1.3.1- la standardisation de I’inoculum

La concentration bactérienne des dilutions de chaque souche sont évaluées par
turbidité et sont exprimees par la mesure de la densité optique (DO) par un spectrophotométre
préalablement étalonné sur la longueur d'onde 620nm tout on déterminant le zéro
d'absorbance avec une cuve remplie d'eau physiologique stérile. Il doit avoir un D.O. de 0,08
40,1 lue a 620 nm pour 1’étalon de 0,5 Mc Farland (1.5*10% UFC/mL).

PHOTOMETRICS e |
WL Crmd s - !
TEMP: s 3
UOLUMELw] s il g s
AESORBANCE: ™ &J u LION !
TRANSMITANCE:  107.
WL PRINT ZERO MO e ,f
f; Al

;
5‘\
N

Figure 6. Mesure de la densité optique (DO) par un spectrophotomeéte (Photo Originale).

1.4.- Ensemencement

La gélose Mueller-Hinton stérile préalablement préparer avec 5 valeur de pH (6 ,6,5 ,
7,75 et 8) faire fondre aux bain marie apres laisse refroidir quelque instants pour couler
dans des boites de Pétri stériles (de 90 mm de diameétre) et laissée se gélifier. L'épaisseur de la
gélose est de 4 mm répartie uniformément dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées
durant 30 min a une température ambiante avant leur emploi. La dilution pour chaque souche
était ensemencée par écouvillonnage dans les 5 min qui suivent la préparation de ces dilutions
servant d’inoculum ; on fait bien homogénéiser la solution de chaque dilution avant de
tremper un écouvillon de coton dans cette suspension. Presser fermement contre la paroi

intérieure du tube a vis juste au-dessus du niveau du liquide, on tourne I’écouvillon pour se
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débarrasser le liquide excédentaire. On I’étale a une prise sur la surface entiére du milieu de
culture, en tournant la bofte Pétri & environ 60°C aprés chaque application (ensemencement)
pour obtenir une distribution égale et homogene de I’inoculum. Finalement, on écouvillonne
partout autour des bords de la surface du milieu de culture (la gélose), I’écouvillon est
rechargé chaque fois qu’une nouvelle boite de Pétri est ensemencée, I'ensemencement
s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogene des souches bactériennes
ensemencées (CLSI, 2012; CASFM, 2017).

1.5.- Choix des antibiotiques et incubation

Un antibiogramme permet de tester sur milieu de culture solide la sensibilité ou la
résistance d'une souche bactérienne vis-a-vis d'un ou plusieurs antibiotiques. Malgré la grande
diversité des antibiotiques disponibles, ils seront choisis selon leur spectre, donc un
antibiotique d'un groupe peut répondre pour un autre appartenant au méme groupe.
En pratique quotidienne : Choix de 10 (laboratoire privé) a 30 antibiotiques (hopital) selon la
prise en compte de I'examen morphologique : coques, coccobacilles, bacilles disposition (en
amas, en chainette) coloration (Gram + ou -). Cela suppose la connaissance du spectre des
antibiotiques. Le choix des antibiotiques a éte fait par des spécialistes de la pharmacologie en

fonction de leur mode d’action, (Tableau 8).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiotique
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Tableau 8. Familles des antibiotiques utilisés (C.A.S.F.M, 2010).

5 Charge
. IS L . . . du
Souche testée | ‘'S Antibiotique Famille site d'action .
© disque
2 (h9)
Triméthoprime/ Avpareil
| sulfaméthoxazole Sulfamides-Triméthoprime nupcpléaire 30
X (cotrimoxazole)
= Gentamicine Aminosides 10
o
sEpnlisess Tétracycline Tétracyclines Ribosome 25
aureus "
|_
Chloramphénicol Phénicolés 30
(@)
x| Céfoxitine C? p,h alc_)sporlne 2eme 30
3 génération
LL
Ampicilline Aminopénicilline 10
p
< -
Peptidoglycane
Céfalotine C? pha!ospor_me 30
" lere génération
(@)
Escherichia coli
Amoxicilline S
(2) + acide clavulanique Aminopénicilline 30
<
Gentamicine Aminosides Ribosome 10
>
o
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N Ciprofloxacine Fluoroquinolone 5
O Appareil
nucléaire
N Ciprofloxacine Fluoroquinolone 5
@)
4 H éme
- | Ceftazidime Cephalosporine 3 30
< generation
O
Pseudomonas Ticarcilline ST .
aeruginosa 8 + acide clavulanique Carboxypenicillines Peptidoglycane |75
|_
s |Amikacine(AK) Monobactame 30
|_
<
Aztréonam(AT) Aminosides Ribosome
pa
<

Cing disques d’antibiotiques de différentes familles sont appliqués avec une légeére

pression a 1’aide d'une pince bactériologique stérile afin d'assurer le contact complet avec la

surface de la gélose. Une fois appliqué, le disque ne peut pas étre déplacé car la diffusion des

antibiotiques est tres rapide (CASFM, 2017), les antibiotiques diffusent de maniére uniforme

si bien que leurs concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque

(Mohammedi, 2006). Les cing disques utilises sont distribués de sorte que les zones

d’inhibition autour des disques ne se chevauchent pas et qu'ainsi la zone d'inhibition puisse

étre déterminée. Le diametre des disques est de 6,35 mm (Figure 7).

Les boites a pH 6 ,6,5,7 ,7,5 et 8 sont incubées a I'étuve a 37°C en position inversee

durant 24 h et d’autre boites a pH neutre 7 sont partagée dans 4 étuves a différents
températures (25,30 ,37 et 44 °C) durant 24 h (Parsaeimehr et al., 2010)( Figure 8).

Déposer les disques fermement a la surface de la gélose inoculée et séchée. Le contact avec la

surface doit étre étroit. Les disques une fois déposés ne peuvent étre déplacés car la diffusion

des antibiotiques est trés rapide.

Le nombre de disques déposés par boite est limité du fait du chevauchement des zones

d’inhibition et pour limiter les interférences entre les antibiotiques.




MATERIEL & METHODE

Un maximum de six disques convient pour les boites de 90 mm de diamétre,

Les boites de pétri sont incuber idéalement dans les 15 min. qui suivent le dép6t des disques,
sans dépasser 30 min.

Si elles sont abandonnées a température ambiante apres dépot des disques, la pré-diffusion

d’antibiotiques engendrera des zones d’inhibition faussement agrandies. (CASFM, 2018)

Figure 7. Ensemencement d’Escherichia coli et application des disques d’antibiotiques
(Photo Originale).

Figure 8.Incubation des boites de Pétri dans I'étuve a 37°C durant 24 h (Photo Originale).
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1.6.- Lecture et interprétation

La lecture de I’antibiogramme, aprés incubation, est faite en termes de diameétre de la
zone d’inhibition. L’absence de croissance bactérienne se traduit par un halo translucide
(transparent) autour du disque dont le diamétre est mesuré avec précision a 1’aide d’une reégle
graduée et exprimé en millimétre (Figure 9). Les résultats sont interprétés selon les criteres du
Comite d’Antibiogramme de la Société Francaises de Microbiologie (CA-SFM, 2016).Les
trois différentes souches testées ont été classées dans plusieurs catégories : sensible (S),
résistante (R) ou intermédiaire(l) a un antibiotique selon le diamétre de la zone d’inhibition ;
plus le diameétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a ’antibiotique, et plus il
est petit, plus la bactérie est résistante (Pibiri, 2006).

La lecture des résultats se fait en mesurant le diameétre de la zone d’inhibition autour
des disques, et les écart-types entre les différents diamétres des zones d'inhibition mesurés ont
été calculés a partir de trois séries d'expériences. La bordure de la zone d’inhibition doit étre
lue a ’ceil nu et au niveau de la compléte inhibition de la culture ; la boite étant placée a 30

cm de ceil.

~

Figure 9. Principe de la lecture d’un antibiogramme (Photo Originale).

1 : Boite de Pétri ; 2 : Disque d’antibiotique; 3 : Croissance bactérienne; 4. Zone d’inhibition.
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2.- Analyse statistique

Les données recueillies ont éte saisies en utilisant le logiciel Excel version 2007. Les
résultats expérimentaux sont exprimés selon la moyenne des valeurs obtenues + 1’écart type,
et une modélisation est réalisée. De plus, le coefficient de corrélation est calculé, le test

student est réalisé, pour déterminer et apprécier la corrélation entre le McFarland et le
diameétre de la zone d'inhibition.
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1.- Résultats de I'antibiogramme

La sensibilit¢ d’Escherichia coli HO25 vis-a-vis des huit antibiotique utilise est
exprimée par la mesure de diamétre des zones d’inhibition autour de ces disques, et pour
éviter au maximum les erreurs de parallaxe en maintenant la régle graduée
perpendiculairement a I’axe optique.

Les résultats de la sensibilité vis-a-vis les antibiotiques sont exprimés par le calcul de la
moyen du diamétre des zones d’inhibition et I'écart type entre les trois réplicas analytiques.
Les résultats sont présentés dans les Figure 11, 12 et le Tableau 9.

Tableau 9.Résultats des antibiogrammes et écartype de chaque température pour Escherichia

coli HO25.

T(°C) |AMP |AMC |CEP |CX CTX GEN FOS COT
25 0 0 0 0 18,5+0,5 | 19,0+0,0 | 37,0+0,0 0
30 0 0 0 0 14,5+0,5 | 12,5+0,5 | 37,16x0,3 |0
37 0 0 0 0 12,5+0,5 | 11,5+0,5 | 38,5+0,5 0
44 0 0 0 10,0+0,5 | 18,5+0,5 | 16,5+1,5 | 43,0+1,0 0

AMP: Ampicillin (10 pg); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 ug); CEP : Cephalothin (30 pg);
CX : Cefoxitin (30 pg); CTX : Cefotaxime (30 pg); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
ug); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 ug).

50
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Figure 10.La variation de diamétre des zones d'inhibition en fonction de la température chez
Escherichia coli HO25.
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AMP: Ampicillin (10 ug); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 pg); CEP : Cephalothin (30 ug);
CX : Cefoxitin (30 pug); CTX : Cefotaxime (30 pg); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
ug); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 ug).

Les résultats illustrés dans le Tableau 9 et la figure 10, montre I'effet de différente
température (25, 30,37 et 44°C) sur les zones d’inhibitions d’Escherichia coli HO25.Les
résultats obtenus montrent que la souche d’Escherichia coli HO25 est trés sensible vis-a-vis
del’antibiotique FOS (lazone d’inhibition comprise entre 37 et 43 mm); et moyennement
sensible vis-a-vis de I’antibiotique CTX est (zone d’inhibition comprise entre 12,5 et
18,5mm) et de I’antibiotique GEN (zone d’inhibition comprise entre 11,5 et 19,5mm); et la
souche est tres résistante vis-a-vis de 1’antibiotique CX (zone d’inhibition comprise entre 0 et
10mm), et totalement résistante aux antibiotiques : AMP,AMC,CEP et COT.

Les résultats obtenue indiquent que le diamétre des zones d’inhibition a diminué de 4 a
de 7,5 mm au maximum avec 1’ensemble des antibiotiques utilisés qui attend le maximum a
44°C et le minimum a 37°C. Ce résultat montre que I’effet de la température est

relativementimportant sur le diameétre des zones d’inhibition.

Figure 11.Reultats de ’antibiogramme pour Escherichia coli HO25(photo original)

2.- Interprétations des antibiogrammes

Les mesures de diamétre des zones d’inhibitions sont comparées soigneusement aux
valeurs critiques figurant dans les Tableaux de lecture (Tableau 3), (Tableau 4), (Tableau 5),
(Tableau 6), afin de les interpréter les résultats selon les catégories : S, | ou R; les résultats
sont presentés dans le Tableau 10.

E
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Tableau 10. Interprétations des antibiogrammes de chaque température pour la souche
d’Escherichia coli HO25.

T(°C) |AMP |AMC |CEP |CX CTX GEN FOS COT
25 R R R R R S S R
30 R R R R R R/I S R
37 R R R R R R S R
44 R R R R R S S R

AMP: Ampicillin (10 pg); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 ug); CEP : Cephalothin (30 pg);
CX : Cefoxitin (30 ug); CTX : Cefotaxime (30 pug); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
ug); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 ug).

S :Sensible, R :Résistant, | : intermédiaire.

Selon le Tableau 10, nous constatons une forte résistance d’Escherichia coli a
I’ Ampiciline, Céphalotine, Céfoxitine, Céfotaxime et Triméthoprime + Sulfaméthoxazole,
mais I’antibactérien Gentamicine a montré un comportement particulier : les 3 catégories de
résistance (sensible, résistant et intermédiaire) a 37°C,résistant/intermédiaire a 30°C et
sensible & 25°C et 44°C. La bactérie E. coli HO25montre une résistance naturelle a ’AMC
(Amoxicilline + acide clavulanique) car Escherichia coli fait partie de la famille des
Enterobacteriaceae qui produisent des enzymes inactivant ce type d’antibiotiques (Cattoir,
2004). La bactérie a montré une sensibilité a I’antibiotique Fosfomycine dans tous les degrés
de température.

Egalement, il ressort de ces résultats que I’interprétation d’antibiogramme reste la
méme pour les différents degrés de température malgré 1’intervalle important de 19 °C (de
25°C au 44°C) sauf I'antimicrobien gentamicine; et ¢ca malgré que I’OMS et la SFM exigent
afin de réaliser les antibiogrammes des souches bactériennes (dont E. coli), une température
d’incubation de 354+2°C. Nous avons constaté qu’avec 1’ensemble des antibiotiques utilisé
(sept antibactériens, a ’exception de la gentamicine), le résultat d’antibiogramme est le
méme, etdonc I’chéque thérapeutique et les complications médical d’un résultat d’une analyse
médicale erronée n’aurons pas lieu.

A base de I’analyse statistique nous n’avons pas remarqué une différence significative
entre 30 et 37°C. Donc on peut remplace 37°C par 30°C pour réaliser un antibiogramme dans
les laboratoires médicaux, par contre les valeurs de 25 et 44°C montre une différence

significative par rapport a I’intervalle de 30 et 37°C.

.
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3.- Analyse statistique
3.1.- Modélisation

Pour moduler la relation entre la température et le diamétre de la zone d’inhibition, on
établit un diagramme de corrélation, c'est a dire un diagramme croisant les modalités
de température et du diamétre de la zone d’inhibition. L'ensemble des valeurs forme un nuage
de points dont la forme permet de caractériser la relation. Les résultats ont été présentés sous

forme de courbe de tendance pour chaque antibiotique testé (Figure 12).

45 AMP = 0+0’x
* AMC = 0+0*x
CEP = 0+0*x
40 + CX =-14.0049+0.4854*x
. . ‘ CTX = 16.3301-0.0097"x
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Figure 12.Courbes de tendance entre le diamétre de zone d’inhibition (mm) et la température

(comprise entre 0 et 65°C) pour la souche testée d’Escherichia coli HO25.

AMP: Ampicillin (10 pg); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 pg); CEP : Cephalothin (30 pg);
CX : Cefoxitin (30 pg); CTX : Cefotaxime (30 pug); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
pg); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 pg).

D’apres les courbes présentées dans la Figure 13 nous avons constaté que le nuage de

point peut s'ajuster correctement a une droite, c'est a dire que nous sommes en présence d’un
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modele linéaires (type Y=aX + b) reliant le diamétre de la zone d’inhibition et la température.
Pour seulement trois antibiotiques utilises (Cefotaxime, Gentamicine et Fosfomycine), nous
avons remarqué que le nuage de point prend la forme d'une ligne dont les points s'écartent
peu, donc il y a une forte relation linéaireentre la température et le diamétre de la zone
d’inhibition pour le Fosfomycine et une relation linéaire faible entre la température et le
diamétre de la zone d’inhibition pour les autres antibiotiques: Cefotaxime et Gentamicine.

Il ressort de ces résultats aussi que cette linéarité est négative pour le Cefotaxime et la
Gentamicine, c'est a dire que le diamétre de la zone d’inhibition varie en sens inverse avec la
température et cette linéarité positive pour le Fosfomycine donc le diamétre de la zone
d’inhibition varie avec la température.

Malgré que la température change, le diamétre des zones d’inhibitionsvarie aussi
Iégerement car le coefficient directeur en valeur absolue de la droite de regression (correspond
a la pente de la droite de régression) de chaque antibiotique utilisé est faible, qui varie de 0,10
a0,48.

Tableau 11. Interprétations des antibiogrammes selon le @ des zones d’inhibitions calculés en

fonction de température pour la souche testée Escherichia coli HO25.
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AMP: Ampicillin (10 pg); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 ug); CEP : Cephalothin (30 pg);
CX : Cefoxitin (30 ug); CTX : Cefotaxime (30 pug); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
ug); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 pg).

S :Sensible, R :Résistant, | : intermédiaire.

La figure 12 montre que presque aucun changement dans le diametre des zones
d'inhibition n’a été observé pour le céfotaxime et la gentamicine (pour toutes les températures
utilisées). Dans le cas de la fosfomycine, les diamétres des zones d'inhibition sont observées
entre 28,5 mm (a0 ° C) et 48,2 mm (& 65 ° C); et malgré ca, ces resultats n'ont pas d'effet sur
le profil de résistance (toujours résistant). Ces résultats ont confirmé qu'une large gamme de
températures pourrait également étre utilisee pour les antibiogrammes au niveau des
laboratoires médicaux.

4.- Résultats de I'antibiogramme pH

La sensibilité d’Escherichia coli vis-a-vis des huit antibiotiques utiliseés est exprimée
par la mesure de diamétre des zones d’inhibition autour de ces disques.

Les résultats de la sensibilité vis-a-vis les antibiotiques sont exprimée par le calcule de
la moyen du diamétre des zones d’inhibition et 1'écart type entre les trois réplicas, les résultats
sont présentées dans les Figure 13, 14 et le Tableau 12.

Tableaul2.Résultats des antibiogrammes et écartype de chaque pH pour la souche testée
Escherichia coli HO25

pH [AMP [AMC |CEP [CX CTX GEN FOS

COT

6,0 [0 7,0+0,0 |18,5+1,5 |7,5+0,5 |[39,0+1,0 |0

6,5 7,0£0,0 |[16,5+0,5 [9,0+1,0 |34,5%15

7,5%0,5

7,0

11,5+1,5

13,0+0,0

33+1,0

7,5

6,5+0,5

15,0+0,0

12,0+0,0

32,0+0,0

8,0

0
0
0
0

o] O] o] o] o

o] O] o] o] o

7,5+0,5

17,0+0,0

11,5+0,5

31,0+1,0
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AMP: Ampicillin (10 pg); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 pg); CEP : Cephalothin (30 pg);
CX : Cefoxitin (30 pg); CTX : Cefotaxime (30 pg); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
pg); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 pg).
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Figure 13.La variation de diameétre des zones d'inhibition en fonction de pH chez la souche
Escherichia coli HO25.

AMP: Ampicillin (10 pug); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 ug); CEP : Cephalothin (30 pg);
CX : Cefoxitin (30 pg); CTX : Cefotaxime (30 pg); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
pg); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 ug).

Les résultats illustrés dans le Tableau 12 et la figure 13, montre qu’a différente pH (6,
6,5, 7, 7,5 et 8),la souche d’Escherichia coli HO25 est tres sensible a la FOS (zone
d’inhibition comprise entre 31 et 39 mm); moyennement sensible vis-a-vis de la CTX (zone
d’inhibition comprise entre 11,5 et 18,5mm) et GEN (zone d’inhibition comprise entre 7,5 et
13mm);et faiblement sensible a la CX et COT (zone d’inhibition comprise entre 0 et 7,5mm),
et totalement résistant aux antibiotiques suivants : AMP,AMC,CEP.

Les résultats obtenue indiquent que le diameétre des zones d’inhibition a diminué de 4 a
de 8 mm au maximum avec 1’ensemble des antibiotiques utilisés. Ce résultat montre que

’effet de pH est relativement important sur le diameétre des zones d’inhibition.

s
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Figure 14. Résultats de I’antibiogramme pour Escherichia coli HO25(photo original)

5.- Interprétations des antibiogrammes

Les mesures de diametre des zones d’inhibitions sont comparées soigneusement aux
valeurs critiques figurant dans les Tableaux de lecture (Tableau 3), (Tableau 4), (Tableau 5),
(Tableau 6), afin de les interpréter les résultats selon les catégories : S, | ou R; les résultats
sont présentés dans le Tableau 13.

Tableau 13. Interprétations des antibiogrammes de chaque pH pour la souche testée
Escherichia coli HO25

pH [AMP [AMC |CEP [CX CTX GEN FOS COoT
6 R R R R R S R
6,5 |R R R R R S R
7 R R R R R | S R
75 |R R R R R R S R
8 R R R R R R S R

AMP: Ampicillin (10 pg); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 pg); CEP : Cephalothin (30 pg);
CX : Cefoxitin (30 pg); CTX : Cefotaxime (30 pg); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
pg); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 pg).

S : Sensible, R : Résistant, | : intermédiaire.

Selon le Tableau 13, nous constatons une forte résistance de 1’Escherichia coli HO25 a
I’ Ampicilline, Céphalotine, Céfoxitine, Céfotaxime, Triméthoprime + Sulfaméthoxazole et
Gentamicine (sauf a pH 7 est intermédiaire). La bactérie montre une résistance naturelle a
I’AMC (Amoxicilline + acide clavulanique) car Escherichia coli fait partie de la famille des

Enterobacteriaceae qui produisent des enzymes inactivant ce type d’antibiotiques (Cattoir,

o
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2004). La bactérie appartienne une sensibilité a 1’antibiotique Fosfomycine dans tous les pH
de milieu.

Il ressort de ces résultats aussi que l’interprétation d’antibiogramme reste la méme
pour les tous les pH de milieu sauf l'antimicrobien gentamicine, malgré que I’OMS et la SFM
exigent I'ensemencement de la souche Escherichia coli pour la réalisation des antibiogrammes
a pH 7,2-7,4 donc pour cette bactéric et avec I’ensemble des antibiotiques utilisé (sept
antibactériens sauf gentamicine), nous avons constaté que le résultat d’antibiogramme est le
méme, donc I’chéque thérapeutique et les complication médical d’un résultat d’une analyse

médicale erronée n’aurons pas lieu.

6.- Analyse statistique
6.1.- Modélisation

Pour moduler la relation entre le pH de milieu de culture et le diametre de la zone
d’inhibition, on établit un diagramme de corrélation, c'est a dire un diagramme croisant les
modalités de pH et du diamétre de la zone d’inhibition. L'ensemble des valeurs forme un
nuage de points dont la forme permet de caractériser la relation. Les résultats ont été présentes

sous forme de courbe de tendance pour chaque antibiotique testé (la Figure 15).

&
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Figure 15. Courbes de tendance entre le diamétre de zone d’inhibition(mm) et le pH
(comprise entre 0 et 14) pour la souche testée d’Escherichia coli HO25.

AMP: Ampicillin (10 pg); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 pg); CEP : Cephalothin (30 pg);
CX : Cefoxitin (30 pg); CTX : Cefotaxime (30 pg); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
pg); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 ug).

D’apres les courbes présentées dans la Figure 15 nous avons constaté que le nuage de
point peut s'ajuster correctement a une droite, c'est a dire que nous sommes en présence d’un
modele linéaires (type Y=aX+b) reliant le diamétre de la zone d’inhibition et le pH. Pour cinq
antibiotiques utilisés (Cefotaxime, Cefoxitine, Gentamicine, Fosfomycine et Triméthoprime +
Sulfaméthoxazole), nous avons remarqué que le nuage de point prend la forme d'une ligne
dont les points s'écartent peu, donc il y a une relation linéaire forte entre le pH et le diametre
de la zone d’inhibition pour le Cefotaxime, Gentamicine, Fosfomycine et Triméthoprime +
Sulfaméthoxazole, et une relation linéaire faible entre le PH et le diametre de la zone

d’inhibition pour le Cefoxitine.
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llressort de ces résultats aussi que cette linéarité est négative pour le Cefotaxime,
Fosfomycine et Triméthoprime + Sulfaméthoxazole, c'est a dire que le diametre de la zone
d’inhibition varie en sens inverse avec le pH et cette linéarité positive pour le Gentamicine et

Cefoxitine donc le diamétre de la zone d’inhibition varie avec le pH.

Tableau 14. Interprétations des antibiogrammes selon le @ des zones d’inhibitions calculé en

fonction de pH pour Escherichia coli HO25.

Ph 0112 (3 4 5 6 7 (8 (9 [10 |11 12 13 14
AMP olo|lo| o| o] o] o|lo|o|o| o o o o o
Interprétation R
AMC olo|lo| o| o] o] o|lo|o|o| o o o o o
Interprétation R
CEP olo|lo| o| o] o] o|lo|lo|o| o o o o o
Interprétation R
CX alolaol ol ol o|lala|lalal ol o o o o
= N w SN (€] o | oo O = N w
Interprétation R
NP lOo| ©f ©o) N 9ok W @ N P o ~
= N w SN (€)] o | (00} O = N w
Interprétation S | R
N Asls el s T R 2ElBIE| S| Bl B B| B
o |00 |~ o | o N IS (o)) oo
Interprétation R R S
/
FOS alalag|l 2| & o] Wlw|lw || N T T [ oo
O 1o M| ®© | P N|W|lo o [N L on Lo
(00) = S ~ w () © N ol oo = ~ ~
Interprétation S R/I R
COoT Slele|l X o2 @l|oln] b A & X &
‘o1 < < e (6] ol ol
Interprétation | 1 | R R
/N

AMP: Ampicillin (10 pg); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 pg); CEP : Cephalothin (30 pg);
CX : Cefoxitin (30 pg); CTX : Cefotaxime (30 pg); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200
ng); COT: Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 pg).
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S : Sensible, R : Résistant, | : intermédiaire.

La figure 15 montre que les résultats ont indiqué que presque aucun changement dans
le diamétre des zones d'inhibition n’a été observé pour le Cefoxitine, et ¢a pour toutes les
valeurs de pHutilisées. Dans le cas de la Cifotaxime le profil a changé jusqu’a des valeurs de
pH de 9-14 pour dévient de catégorie R. Les diamétres des zones d'inhibition, par
I’augmentation de pH de 0 & 14,sont observées entre 59,8et 8mm pour fosfomycine, et donc le
profil reste le méme qu’a partir de pH9. Pour Gentamicine le profil reste le méme (R) au-
dessous de pH7; et pour le Triméthoprime + Sulfaméthoxazole reste aussi le méme sauf au
pH 1. Ces résultats ont confirmé qu'une large gamme de pH a une influence sur les catégories

de résistance, et donc on ne peut pas ces valeurs pour réaliser les antibiogrammes.

-
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1.- Résultats de I'antibiogramme

La sensibilité de Pseudomonas aeruginosa HO80 vis-a-vis des neuf antibiotiques utilisés en

antibiothérapie est exprimée par la mesure de diamétre des zones d’inhibition autour de ces disques.

Les résultats de la sensibilité des antibiotiques sont exprimés par le calcul de la moyen du

diamétre des zones d’inhibition et I'écart type entre les trois réplicas analytiques. Les résultats sont

présentés dans les Figure 13, 14 et le Tableau 15.

Tableau 15. Résultats des antibiogrammes et écartype de chaque température pour

Pseudomonas aeruginosa HO80.

T IMP COL PIP FOS GEN ATM TCC RIF CAZ
(°C)

25 38,0+2,0 | 23,5+0,5 | 24,5+0,5 | 45,0+1,0 | 26,5+0,5 | 33,5+1,5 | 20,5+0,5 | 10,0+0,0 | 23,0+1,0
30 34,0+2,0 | 20,5+0,5 | 25,0+1,0 | 42,0+0,0 | 24+0,0 32,0+0,0 | 22,0+0,0 | 10,0+0,0 | 21,5+0,5
37 36,0+0,0 | 20,5+0,5 | 26,0+0,0 | 44,0+0,0 | 26,0+0,0 | 34,0+0,0 | 25,0+0,5 | 10,0+0,0 | 21,5+0,5
44 44,5+0,5 | 23,0+1,0 | 34,0+2,0 | 44,0+2,0 | 32,0£0,0 [ 43,0+1,0 | 38,0+4,0 | 13,0+1,0 | 28,0+2,0

IMP: Imipéneme (10 pg); COL: Colistine (30 pg); PIP: Pipéracilline (100 pg); FOS: Fosfomycine
(200 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); ATM: Aztréonam (30 pg); TCC: Ticracilline + acide
clavulanique (75/10 pg); RIF: Rifampicine (5 pug); CAZ: Ceftazidime (30ug).

@ de zone d’inhibition (mm)

uIPM
mCOL
H PIP
H FOS
m GEN
ATM
TCC
RIF
CAZ

25 30 37 a4
T(°C)

Figure 16. Variation de diametre des zones d'inhibition en fonction de la température chez

Pseudomonas aeruginosa HO80.
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IMP: Imipéneme (10 pg); COL: Colistine (30 pg); PIP: Pipéracilline (100 pg); FOS: Fosfomycine
(200 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); ATM: Aztréonam (30 pg); TCC: Ticracilline + acide
clavulanique (75/10 pg); RIF: Rifampicine (5 pug); CAZ: Ceftazidime (30 ug).

Les résultats illustrés dans le Tableau 15 et la figure 16, montre I’effet de différente
température (25, 30,37 et 44°C) sur les zones d’inhibitions de Pseudomonas aeruginosa HO80. Les
résultats obtenus montrent que la souche de Pseudomonas aeruginosa HOB80 est treés sensible a
I’antibiotique FOS (la zone d’inhibition comprise entre 42 et 45mm); IMP (la zone d’inhibition
comprise entre 34 et 44,5 mm) et ATM (la zone d’inhibition comprise entre 32 et 43 mm); et
moyennement sensible vis-a-vis de 1’antibiotique COL (la zone d’inhibition comprise entre 20,5 et
23,5 mm); PIP (la zone d’inhibition comprise entre 24,5 et 34 mm); GEN (la zone d’inhibition
comprise entre 24 et 32 mm); TCC (la zone d’inhibition comprise entre 20,5 et 38 mm) et CAZ (la
zone d’inhibition comprise entre 21,5 et 28 mm); et faiblement sensible vis-a-vis de I’antibiotique
RIF (la zone d’inhibition comprise entre 10 et 13 mm).

Les résultats obtenue indiquent que le diametre des zones d’inhibition a diminué de 3 a de 18
mm au maximum avec I’ensemble des antibiotiques utilisés qui attend le maximum a 44°C et a
37°C. Ce résultat montre que I’effet de la température est relativement important sur le diametre des
zones d’inhibition.

Selon ces résultats nous n’avons pas remarqué une différence significative entre 30 et 37°C.
Donc on peut remplacer 37°C par 30°C pour realiser un antibiogramme dans les laboratoires
médicaux. En revanche, les valeurs obtenues a 25 et 44°C montre une différence significative entre
30 et 37°C, et précisément a 44°C ou le diametre de la zone d’inhibition atteint le maximum qui
signifie a une forte sensibilité aux antibiotiques a cause de la diminution de la croissance

bactérienne a cette température.

Figure 17. Résultats de I’antibiogramme pour Pseudomonas aeruginosa HO80

(Photo original)
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2.- Interprétations des antibiogrammes

Les mesures de diamétre des zones d’inhibitions sont comparées soigneusement aux valeurs
critiques figurant dans les Tableaux 3,4, 5 et 6, afin de les interpréter en plusieurs catégories (S, | ou
R). Les résultats sont présentés dans le Tableau 16.
Tableau 16. Interprétations des antibiogrammes de chaque température pour Pseudomonas

aeruginosa HO80.

T(°C) | IMP COoL |PIP |[FOS |GEN ATM [ TCC |RIF CAZ
25 S S S S S S S R S
30 S S S S S S S R S
37 S S S S S S S R S
44 S S S S S S S R S

IMP: Imipéneme (10 ug); COL.: Colistine (30 pg); PIP: Pipéracilline (100 ug); FOS: Fosfomycine
(200 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); ATM: Aztréonam (30 pg); TCC: Ticracilline + acide
clavulanique (75/10 pg); RIF: Rifampicine (5 pg); CAZ: Ceftazidime (30 pg). S = Sensible, R =

Resistant.

Selon le Tableau 16, nous constatons que Pseudomonas aeruginosa HO80 est sensible
a tous les antibiotiques testés (Imipéneme, Colistine, Pipéracilline, Fosfomycine,
Gentamicine, Aztréonam, Ticracilline + acide clavulanique et Ceftazidime) et résistante a
Rifampicine.

Egalement, il ressort de ces résultats que I’interprétation d’antibiogramme reste la
méme pour les différents degrés de température malgré 1’intervalle important de 19 °C ( de
25°C au 44°C), et sa malgré que I'OMS et la SFM exigent, afin de réaliser les
antibiogrammes des souches bactériennes (dont Pseudomonas aeruginosa), une tempeérature
d’incubation de 35+2°C. Nous avons constaté qu’avec [’ensemble des antibiotiques utilisé le
résultat d’antibiogramme est le méme, et donc I’chéque thérapeutique et les complication
médical d’un résultat d’une analyse médicale erronée n’aurons pas lieu.

A base de I’analyse statistique nous n’avons pas remarqué une différence significative
entre 30 et 37°C. Donc on peut remplacer 37°C par 30°C pour réaliser un antibiogramme dans
les laboratoires médicaux. En revanche, les valeurs de 25 et 44°C montre une différence

significative par rapport a I’intervalle de 30 et 37°C.
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3.- Analyse statistique
3.1.- Modélisation

Pour moduler la relation entre la température et le diamétre de la zone d’inhibition, on
établit un diagramme de corrélation, c'est a dire un diagramme croisant les modalités
de température et du diamétre de la zone d’inhibition. L'ensemble des valeurs forme un nuage
de points dont la forme permet de caractériser une relation bien déterminée. Les résultats ont
été présentés sous forme de courbe de tendance pour chaque antibiotique testé (Figure 19).

50 |PM = 25.7464+0.2641%%
COL =22.2051-0.0087"x
PIP = 11.2828+0.4733"x
FOS = 42.915-0.0048"x
45 | GEN = 16.8444+0.3083% A 1
L | ATM=18.7075+0.4976%% | = A K2 il i
TCC =-2.7464+0.8850%% | o
RIF = 5.7985+0.1458" i
40 CAZ = 15+0.25% -
o} v * /
o)
35 | /
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& .
' +
.
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_— — 74 + = B
20 * m] m]
il I~ IPM
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Figure 18. Courbes de tendance entre le diametre de zone d’inhibition (mm) et la température
(comprise entre 0 et 65°C) pour la souche testée Pseudomonas aeruginosa HO80.

IMP: Imipéneme (10 pg); COL: Colistine (30 ug); PIP: Pipéracilline (100 ug); FOS:
Fosfomycine (200 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); ATM: Aztréonam (30 ug); TCC:
Ticracilline + acide clavulanique (75/10 pg); RIF: Rifampicine (5 pug); CAZ: Ceftazidime (30

HQ).

D’aprés les courbes présentées dans la Figure 18 nous avons constaté que le nuage de
point peut s'ajuster correctement a une droite, c'est a dire que nous sommes en présence d’un

modele linéaires (type Y = aX + Db) reliant le diamétre de la zone d’inhibition et la
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température. Pour tous les antibiotiques utilisés (Imipéneme, Colistine, Pipéracilline,
Fosfomycine, Gentamicine, Aztréonam, Ticracilline + acide clavulanique, Ceftazidime et
Rifampicine), nous avons remarqué que le nuage de point prend la forme d'une ligne dont les
points s'écartent peu, donc il y a une forte relation linéaire entre la température et le diamétre
de la zone d’inhibition pour ces antibiotiques.

Il ressort de ces résultats aussi que cette linéarité est négative pour le Colistine et le
Fosfomycine, c'est a dire que le diamétre de la zone d’inhibition varie en sens inverse avec la
température. En revanche, cette linéarité positive pour 1’Imipéneme, Pipéracilline,
Gentamicine, Aztréonam, Ticracilline + acide clavulanique, Ceftazidime et Rifampicine et

donc le diamétre de la zone d’inhibition varie avec la température.

Tableau 17. Interprétations des antibiogrammes selon le diamétre des zones d’inhibitions

calcules en fonction de température pour la souche testée Pseudomonas aerugenosa HO80.
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IMP: Imipéneme (10 pg); COL: Colistine (30 pg); PIP: Pipéracilline (100 pg); FOS: Fosfomycine
(200 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); ATM: Aztréonam (30 pg); TCC: Ticracilline + acide
clavulanique (75/10 pg); RIF: Rifampicine (5 pg); CAZ: Ceftazidime (30 pg). S:

Sensible, R : Résistant, | : intermédiaire.

La figure 18 montre que presque aucun changement dans le diamétre des zones
d'inhibition n’a été observé pour le Colistine et le fosfomycine (pour toutes les températures
utilisées). Dans le cas de I'imipéneme, les diametres des zones d'inhibitions sont observées
entre 25,74 mm (a 0 ° C) et 45,24 mm (a 65 ° C), et dans le cas de la gentamicine, les
diametres des zones d'inhibitions sont observées entre 16,64 mm (a 0 ° C) et 36,14 mm (a 65 °
C); et malgré ca, ces résultats n‘ont montré aucun effet sur le profil de résistance (toujours
sensible) pour ces deux antibiotiques. Dans le cas de le pipéracilline, les diametres des zones
d'inhibitions sont observees entre 11,28 mm (a 0 ° C) et 41,83 mm (a 65 ° C); dans le cas de
I’aztréonam, les diamétres des zones d'inhibitions sont observées entre 18,7 mm (a 0 ° C) et
50,55 mm (a 65 ° C); dans le cas de la ticracilline + acide clavulanique, les diameétres des
zones d'inhibitions sont observées entre une valeur théorique de -3,74 mm (2 0 ° C) et 53,46
mm (a 65 ° C); dans le cas de le rifampicine, les diamétres des zones d'inhibitions sont
observées entre 5,79 mm (a 0 ° C) et 14,89 mm (a 65 ° C) et dans le cas de le ceftazidime, les
diametres des zones d'inhibitions sont observées entre 15 mm (a 0 ° C) et 31,25 mm (a 65 °
C). Pour ces derniers antibiotiques ou le changement des diametres des zones d’inhibitions est
accompagné par un changement de profil de résistance légérement a I’extrémité de notre
échelle (0 — 65°C).

4.- Résultats de I'antibiogramme
La sensibilité de Pseudomonas aeruginosa HO80 vis-a-vis des neuf antibiotiques

utilisés est exprimée par la mesure de diamétre des zones d’inhibition autour de ces disques.

-
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Les résultats de la sensibilité vis-a-vis des antibiotiques sont exprimés par le calcul de la

moyenne du diamétre des zones d’inhibition et 1'écart type entre les trois réplicas, les résultats

sont présentés dans les Figure 17, 18 et le Tableau 18.

Tableaul8.Résultats des antibiogrammes et écartype de

Pseudomonas aeruginosa HO80

chaque pH pour la souche testee

pH | IMP COL PIP FOS GEN |ATM |[TCC RIF CAZ

6,0 |[31,5+0,5 |17,0+0,0 | 25,0+1,0 | 37,0+1,0 | 17,0+1,0 | 36,0+0,0 | 30,0+2,0 | 7,0£0,0 | 22,5+0,5
6,5 |32,0+1,0 | 17,0+0,0 | 24,0+4,0 | 37,0+0,0 | 19,0+1,0 | 35,0+1,0 | 27,0+1,0 | 6,5+0,5 | 19,5+1,5
7,0 39,010 | 17,0+1,0 | 9,0+0,0 [ 34,0+2,0 | 24,0+0,0 | 34,5+0,5 | 16,0+0,0 [ 7,0+1,0 | 14,5+0,5
7,5 |34,0+0,0 | 20,5+0,5 | 17,5+0,5 | 40,5+1,5 | 25,5+0,5 | 32,0+0,0 | 20,0+2,0 | 6,0+0,0 | 16,5+0,5
8,0 |[35,0+0,0 [20,0+0,0 | 25,0+1,0 | 39,0+1,0 | 25,0+0,0 | 32,0+0,0 | 23,5+0,5 | 7,0£0,0 | 22,5+1,5

IMP: Imipéneme (10 pg); COL

. Colistine (30 pg); PIP: Pipéracilline (100 pg); FOS:
Fosfomycine (200 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); ATM: Aztréonam (30 ug); TCC:

Ticracilline + acide clavulanique (75/10 pg); RIF: Rifampicine (5 pg); CAZ: Ceftazidime (30

Hg).
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Figure 19. Variation de diamétre des zones d'inhibition en fonction de pH chez la souche

Pseudomonas aeruginosa HO80.
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IMP: Imipéneme (10 pg); COL: Colistine (30 pg); PIP: Pipéracilline (100 pg); FOS: Fosfomycine
(200 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); ATM: Aztréonam (30 pg); TCC: Ticracilline + acide
clavulanique (75/10 pg); RIF: Rifampicine (5 pug); CAZ: Ceftazidime (30 ug).

Les résultats illustrés dans le Tableau 18 et la figure 19, montre qu’a différente valeurs
de pH (6, 6,5, 7,0, 7,5 et 8), la souche de Pseudomonas aeruginosa HO80 est trés sensible a la
FOS (zone d’inhibition comprise entre 34 et 40 mm); IMP (zone d’inhibition comprise entre
31,5 et 39mm) et ATM (zone d’inhibition comprise entre 32 et 36 mm); moyennement
sensible vis-a-vis de la COL (zone d’inhibition comprise entre 17 et 20 mm); PIP (zone
d’inhibition comprise entre 9 et 25 mm); GEN (zone d’inhibition comprise entre 17 et 25
mm); TCC (zone d’inhibition comprise entre 16 et 30 mm) et CAZ (zone d’inhibition
comprise entre 14,5 et 22,5 mm); et faiblement sensible a la RIF (zone d’inhibition comprise
entre 6 et 7 mm).

Les résultats obtenue indiquent que le diamétre des zones d’inhibition a diminué de 1 a
de 14 mm au maximum avec presque la moitié des antibiotiques utilisés qui attend maximum
de diametres a pH 6. Ce résultat montre que 1’effet de pH est relativement important sur le

diameétre des zones d’inhibition.

Figure 20. Résultats de 1’antibiogramme pour Pseudomonas aeruginosa HO80

(Photo original)

5.- Interprétations des antibiogrammes

Les mesures de diameétre des zones d’inhibitions sont comparées soigneusement aux
valeurs critiques figurant dans les Tableaux de lecture (Tableau 3), (Tableau 4), (Tableau 5),
(Tableau 6) afin de les interpréter en plusieurs catégories (S, |1 ou R). Les résultats sont

présentés dans le Tableau 19.
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Tableau 19. Interprétations des antibiogrammes de chaque pH pour la souche Pseudomonas

aeruginosa HO80.

pH IMP |COL |PIP |FOS |GEN |AZ | TR+AC |RIF |CAZ
6,0 S S S S S S S R S
6,9 S S S S S S S R S
7,0 S S R S S S S R R/I
7,5 S S I S S S S R I

8,0 S S S S S S S R S

IMP: Imipéneme (10 pg); COL: Colistine (30 pg); PIP: Pipéracilline (100 pg); FOS: Fosfomycine
(200 pg); GEN: Gentamicine (10 ug); ATM: Aztréonam (30 pg); TCC: Ticracilline + acide
clavulanique (75/10 pg); RIF: Rifampicine (5 pg); CAZ: Ceftazidime (30 pg). S=

Sensible, R = Résistant, | = intermédiaire.

Selon le Tableau 19, nous constatons que Pseudomonas aeruginosa HO80 est sensible
aux antibiotiques testés : Imipéneme, Colistine, Fosfomycine, Gentamicine, Aztréonam et
Ticracilline + acide clavulanique, sauf Pipéracilline qui est résistante a pH 7 et
résistante/intermédiaire a pH 7,5 et Ceftazidime qui est resistante/intermédiaire a pH 7 et
intermédiaire a pH 7,5) et résistante a la Rifampicine.

Il ressort de ces résultats aussi que I’interprétation d’antibiogramme reste la méme
pour les pH 6-6,5 et 8 , et presque les méme pour pH 7 et 7,5, malgré que I’OMS et la SFM
exigent un pH de milieu de culture de Pseudomonas aeruginosa pour la réalisation des
antibiogrammes a des valeurs de pH entre 7,2 et 7,4 avec ’ensemble des antibiotiques utilisé
(neuf antibactériens au total), et dans ce cas-1a, on peut augmenter I’intervalle des valeurs de

pH jusqu’a 7 et 7,5 dans les analyses médicaux et pour les thématiques de recherche.

6.- Analyse statistique
6.1.- Modélisation

Pour moduler la relation entre le pH et le diamétre de la zone d’inhibition, on établit
un diagramme de corrélation, c'est a dire un diagramme croisant les modalités de pH et du
diametre de la zone d’inhibition. L'ensemble des valeurs forme un nuage de points dont la
forme permet de caractériser la relation. Les résultats ont été présentés sous forme de courbe

de tendance pour chaque antibiotique testé (la Figure 21).
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Figure 21. Courbes de tendance entre le diamétre de zone d’inhibition (mm) et le pH
(comprise entre 0 et 14 mm) pour la souche testée de Pseudomonas aeruginosa HO80.

IMP: Imipéneme (10 pg); COL: Colistine (30 pg); PIP: Pipéracilline (100 ug); FOS: Fosfomycine
(200 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); ATM: Aztréonam (30 pg); TCC: Ticracilline + acide
clavulanique (75/10 pg); RIF: Rifampicine (5 ug); CAZ: Ceftazidime (30 ug).

D’apres les courbes présentées dans la Figure 21 nous avons constaté que le nuage de
point peut s'ajuster correctement a une droite, c'est a dire que nous sommes en présence d’un
mode¢le linéaires (type Y = aX + b) reliant le diamétre de la zone d’inhibition et le pH. Pour
seulement tous les antibiotiques utilisés : Imipéneme, Colistine, Pipéracilline, Fosfomycine,
Gentamicine, Aztréonam, Ticracilline + acide clavulanique, Ceftazidime, Rifampicine, nous
avons remarqué que le nuage de point prend la forme d'une ligne dont les points s'écartent
peu, donc il y a une forte relation linéaire entre le pH et le diamétre de la zone d’inhibition.

Il ressort de ces résultats aussi que cette linéarité est négative pour (Aztréonam,
Ticracilline + acide clavulanique, Ceftazidime, Rifampicine et Pipéracilline), c'est a dire que
le diametre de la zone d’inhibition varie en sens inverse avec le pH et cette linéarité positive
pour (Imipéneme, Colistine, Fosfomycine, Gentamicine) donc le diametre de la zone

d’inhibition varie avec le pH.
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Tableau 20. Interprétations des antibiogrammes selon le diamétre des zones d’inhibitions

calculé en fonction de pH pour Pseudomonas aeruginosa HO8O0.

Ph 011 |2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12 13 14
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IMP: Imipéneme (10 pg); COL.: Colistine (30 pg); PIP: Pipéracilline (100 pg); FOS: Fosfomycine
(200 pg); GEN: Gentamicine (10 ug); ATM: Aztréonam (30 pg); TCC: Ticracilline + acide
clavulanique (75/10 ug); RIF: Rifampicine (5 pg); CAZ: Ceftazidime (30 ug).

S = Sensible, R = Résistant, | = intermédiaire.

La figure 21 et le tableau 20 montre que les résultats ont indiqué que presque aucun changement

dans le diamétre des zones d'inhibition n’a été observé pour le Rifampicine (pour toutes les valeurs de
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pH de milieux utilisées) et le profil de résistance reste le méme, pour les autre antibiotiques dans le cas
de I'imipéneme, les diameétres des zones d'inhibitions sont observées entre 21,7 mm (a pH 0) et 46,9
mm (& pH 14), et dans le cas de la fosfomycine, les diaméetres des zones d'inhibitions sont observées
entre 27 mm (a pH 0) et 48 mm (& pH 14); et malgré ca, ces résultats n‘ont pas d'effet sur le profil de
résistance (toujours sensible) pour ces deux antibiotiques. Dans le cas de le colistine, les diamétres des
zones d'inhibitions sont observées entre 53 mm (a pH 0) et 31,9 mm (a pH 14); dans le cas de la
pipéracilline, les diamétres des zones d'inhibitions sont observées entre 25,3 mm (& pH 0) et 15,5 mm
(@ pH 14); dans le cas de la gentamicine, les diamétres des zones d'inhibitions sont observées entre une
valeur théorique de -4,9 mm (a pH 0) et 49,7 mm (a pH 14); dans le cas de I’aztréonam, les diametres
des zones d'inhibitions sont observées entre 18,5 mm (a pH 14) et 49,3 mm (a pH 0); dans le cas de la
Ticracilline + acide clavulanique, les diamétres des zones d'inhibitions sont observées entre une valeur
theéorique de -4,7 mm (a pH 14) et 51,3 mm (a pH 0) et dans le cas de la ceftazidime, les diametres des
zones d'inhibitions sont observées entre 23,3 mm (a pH 14) et 14,9 mm (a pH 0). Pour ces derniers
antibiotiques ou le changement des diameétres des zones d’inhibitions est accompagné avec un

changement de profil de résistance.
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1.- Résultats de I'antibiogramme
La sensibilit¢ de Staphylococcus aureus HO90 vis-a-vis des treize antibiotique
utilisés est exprimée par la mesure de diamétre des zones d’inhibition autour de ces disques.
Les résultats de la sensibilité vis-a-vis des antibiotiques sont exprimés par le calcul de la
moyen du diamétre des zones d’inhibition et I'écart type entre les trois réplicas analytiques.

Les résultats sont présentés dans les Figure 18, 19 et le Tableau 21.

Tableau 21.Résultats des antibiogrammes et écartype de chaque température pour la souche
testée de Staphylococcus aureus HO90.
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RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 upg); GEN: Gentamicine (10 upg); PRI:
Pristinamycine (15 pg); FOX: Céfoxitine (30 pg); TEC: Teicoplanine (30 ug); AMK: Amikacine (30
pg); OFX: Ofloxacine (5 pg); VAN: Vancomycine (30ug); CLI: Clindamycine (2 Q)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN:
Péniciline (10 UI).
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Figure 22. Variation de diamétre des zones d'inhibition en fonction de la température chez la
souche testée de Staphylococcus aureus HO90.

RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); PRI:
Pristinamycine (15 pg); FOX: Céfoxitine (30 ug); TEC: Teicoplanine (30 pg); AMK: Amikacine (30
Mg); OFX: Ofloxacine (5 pg); VAN: Vancomycine (30ug); CLI: Clindamycine (2 ug)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN:
Péniciline (10 UI).

Les résultats illustrés dans le Tableau 21 et la figure 22, montre l'effet de différente
température (25, 30, 37 et 44°C) sur les zones d’inhibitions de Staphylococcus aureus HO9O0.
Les résultats obtenus montrent que la souche Staphylococcus aureus HO90 est trés sensible
vis-a-vis de I’antibiotique la RIF (la zone d’inhibition comprise entre 23,5 et 37 mm); TCY
(la zone d’inhibition comprise entre 27 et 43 mm); GEN (la zone d’inhibition comprise entre
25 et 30 mm); PRI (la zone d’inhibition comprise entre 29 et 32 mm); FOX (la zone
d’inhibition comprise entre 22 et 30,5 mm); TEC (la zone d’inhibition comprise entre 20 et 29
mm); AMK (la zone d’inhibition comprise entre 28 et 38,5 mm); OFX (la zone d’inhibition
comprise entre 34 et 40 mm); SXT (la zone d’inhibition comprise entre 29 et 31,5 mm) et
ERY (la zone d’inhibition comprise entre 21,5 et 33,5 mm) et moyennement sensible vis-a-vis

de I’antibiotique a la VAN (la zone d’inhibition comprise entre 19 et 23 mm); CLI (la zone

E
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d’inhibition comprise entre 16 et 35 mm); GEN (la zone d’inhibition comprise entre 25 et
30mm) et PEN (la zone d’inhibition comprise entre 18 et 21 mm sauf a 44°C nous avons
remarqué un grande zone 41 mm).

Les résultats obtenue indiquent que les diametres des zones d’inhibitions ont diminué de
3 a 23 mm au maximum avec 1’ensemble des antibiotiques utilisés qui attend le maximum a
44°C et le minimum a 25°C chez quelque antibiotiques, et a 37°C chez les autres
antibiotiques. Ce résultat montre que I’effet de la température est relativement important sur
les diameétres des zones d’inhibitions.
Selon ces résultats nous avons remarqué une différence significative entre 30 et 37°C
(variable entre 10,5 mm et 0 mm). Donc on ne peut pas remplacer 37°C par 30°C (comme le
cas d’Escherichia coli HO25) pour réalise un antibiogramme dans les laboratoires médicaux

par exemple, et c’est la méme chose pour les valeurs de 25 et 44°C.

Figure 23. Résultats de I’antibiogramme pour Staphylococcus aureus HO90 (Photo original)

2.- Interprétations des antibiogrammes
Les mesures de diameétre des zones d’inhibitions sont comparées soigneusement aux
valeurs critiques figurant dans les Tableaux 3, 4, 5 et 6 afin d’interpréter en plusieurs

catégories (S, | ou R). Les résultats sont présentés dans le Tableau 22.




RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau 22. Interprétations des antibiogrammes de chaque température pour la souche testée
de Staphylococcus aureus HO90.

-
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RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); PRI:
Pristinamycine (15 ug); FOX: Céfoxitine (30 pg); TEC: Teicoplanine (30 pg); AMK: Amikacine (30
Mg); OFX: Ofloxacine (5 pg); VAN: Vancomycine (30upg); CLI: Clindamycine (2 ug)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN:
Péniciline (10 UI).

S :Sensible, R :Résistant, | : intermédiaire.

Selon le Tableau 18, nous constatons que Staphylococcus aureus HO90 est sensible a
tous les antibiotiques testés (Rifampicine, Tétracycline, Gentamicine, Pristinamycine,
Céfoxitine, Teicoplanine, Amikacine, Pristinamycine, Céfoxitine , Ofloxacine, Vancomycine,
Triméthoprime+Sulfaméthoxazole, Erythromycine et Clindamycine ( a ’exception a 25°C qui
montre une sensibilité intermédiaire) de la souche étudié. Les résultats montrent une résistante
a la Pénicilline (et exceptionnellement a 44°C qui montre un profil sensible).

Il ressort de ces résultats aussi que I’interprétation d’antibiogramme reste la méme
pour les degrés de température 30 et 37°C mais pas pour 25°C au 44°C. L’OMS et la SFM
exigent l'incubation des souches bactériennes (dont la souche Staphylococcus aureus) pour la
réalisation des antibiogrammes a 35+2°C. Pour cette bactérie testée, nous avons observé
qu’avec I’ensemble des antibiotiques utilisé (treize antibactériens au total), ’antibiogramme
est le méme a 30 et 37°C, et donc I’cheque thérapeutique et les complications médicale des
résultats d'analyse médicale erronée n’aurons pas lieu dans ces conditions (avec le

changement de la température d’incubation).
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3.- Analyse statistique
3.1.- Modélisation

Pour moduler la relation entre la température et le diamétre de la zone d’inhibition, on

établit un diagramme de corrélation (un diagramme croisant les modalités de température et

du diamétre de la zone d’inhibition). L'ensemble des valeurs forme un nuage de points dont la

forme permet de caractériser la relation. Les résultats ont été présentés sous forme de courbe

de tendance pour chaque antibiotique teste (Figure 19).

42

40

38

36

34

32

30

28

26

24

22

RIF = 17.3532+0.4345*x
TCY =41.3883-0.335"x
GEN = 32.6614-0.1408*x
PRI = 31-4.3115E-17*x
FOX = 10.6383+0.415*x
TEC = 11.8665+0.3495%x
AMK = 33.8289-0.1383*x
OFX = 47.9029-0.2913*x
VAN = 16.1808+0.1675*x
CLI =-9.9102+1.0194*x
SXT = 31.858-0.051*x
ERY =32.7876-0.0121*x
PEN =-14.0364+1.1408"x

N

~e_ RIF
“s_ TCY
e GEN
~a_ PRI

~e_ FOX
“u_TEC
e AMK
OFX
Sk VAN
“x_CLI

“m_ SXT
“e__ ERY

T(°C) “a PEN

Figure 24. Courbes de tendance entre le diamétre de zone d’inhibition (mm) et la température
(comprise entre 0 et 65°C) pour la souche testée de Staphylococcus aureus HO90.

RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 upg); GEN: Gentamicine (10 upg); PRI:
Pristinamycine (15 pg); FOX: Céfoxitine (30 pg); TEC: Teicoplanine (30 pg); AMK: Amikacine (30
CLI:

pg); OFX: Ofloxacine (5 pg); VAN: Vancomycine (30ug);

Pénicilline (10 UI).

Clindamycine (2 ug)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 ug);
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D’apres les courbes présentées dans la Figure 24 nous avons constaté que le nuage de
point peut s'ajuster correctement a une droite, c'est a dire que nous sommes en présence d’un
modele linéaires (type Y = aX + b) reliant le diamétre de la zone d’inhibition et la température
pour tous les antibiotiques utilisés sauf Pristinamycine. Nous avons remarqué que le nuage de
point prend la forme d'une ligne dont les points s'écartent peu, donc il y a une forte relation
linéaire entre la température et le diamétre de la zone d’inhibition pour le Clindamycine et le
Pénicilline, et une relation linéaire moyenne entre la température et le diamétre de la zone
d’inhibition pour les antibiotiques: Rifampicine, Tétracycline, Gentamicine, Céfoxitine,
Teicoplanine, Amikacine, Ofloxacine et le Vancomycine et une relation linéaire faible entre la
température et le diamétre de la zone d’inhibition pour les antibiotiques : Triméthoprime +
Sulfaméthoxazole, Erythromycine et Pristinamycine.

Il ressort de ces résultats aussi que cette linéarité est negative pour le Tétracycline,
Gentamicine, Amikacine, Ofloxacine, Triméthoprime+Sulfaméthoxazole et I'Erythromycine
(c'est a dire que le diameétre de la zone d’inhibition varie en sens inverse avec la température).
En revanche, cette linéarité est positive pour Rifampicine, Céfoxitine, Teicoplanine,
Vancomycine, Clindamycine, Pénicilline, et donc le diametre de la zone d’inhibition varie
avec la température.

Malgré que la température change, le diamétre des zones d’inhibitions varie aussi
Iégerement car le coefficient directeur en valeur absolue de la droite de regression (correspond
a la pente de la droite de régression) de chaque antibiotique utilisé est faible (et varie de 0,012
al,14).

Tableau 23. Interprétations des antibiogrammes selon le diamétre des zones d’inhibitions

calculé en fonction de température pour la souche testée Staphylococcus aureus HO90.
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31 37,6 22,75 25,37 29,05 26,58 55,74 28,6

31 35,53 21 26,02 30,5 25,78 50,69 28,85

31 33,45 19,25 26,67 31,95 24,98 45,64 29,1
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RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Téetracycline(30 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); PRI:
Pristinamycine (15 pug); FOX: Céfoxitine (30 pg); TEC: Teicoplanine (30 pg); AMK: Amikacine (30
pg); OFX: Ofloxacine (5 pg); VAN: Vancomycine (30ug); CLI: Clindamycine (2 pg)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN:
Péniciline (10 UI).

S :Sensible, R :Résistant, | : intermédiaire.

La figure 24 et le tableau 23 montre que les résultats ont indiqué que malgré
l'augmentation de la fourchette de la température (0 a 65°C), aucun changement dans le
diametre des zones d'inhibition n’a été observé pour le Pristinamycine. Dans le cas de la
Tétracycline, les diametres des zones d'inhibition sont observées entre 41,38 mm (a 0 ° C) et
19,6 mm (a 65 ° C); dans le cas de la Gentamicine les diamétres des zones d'inhibition sont
observées entre 32,66 mm (a 0 ° C) et 23,56 mm (a 65 ° C); dans le cas de la clindamycine les
diametres des zones d'inhibition sont observées entre une valeur théorique de -9,92 mm (2 0 °
C) et 55,74 mm (a 65 ° C); dans le cas de la Céfoxitine les diamétres des zones d'inhibition
sont observeées entre 10,63 mm (a 0 ° C) et 37,6 mm (a 65 ° C); dans le cas de la Amikacine
les diametres des zones d'inhibition sont observées entre 33,82 mm (2 0 ° C) et 25,37 mm (a
65 ° C); dans le cas de la Ofloxacine les diamétres des zones d'inhibition sont observées entre
47,9 mm (2 0 ° C) et 29,05 mm (& 65 ° C); dans le cas de la Vancomycine les diametres des
zones d'inhibition sont observées entre 16,18 mm (a 0 ° C) et 26,58 mm (& 65 ° C); dans le cas
de la Triméthoprime+Sulfaméthoxazole les diameétres des zones d'inhibition sont observées
entre 31,85 mm (a 0 ° C) et 28,6 mm (2 65 ° C); dans le cas de I’Erythromycine les diametres
des zones d'inhibition sont observées entre 32,78 mm (a 0 ° C) et 32 mm (a 65 ° C); dans le
cas de la Rifampicine les diamétres des zones d'inhibition sont observées entre 17,35 mm (a 0
° C) et 45559 mm (a 65 ° C); dans le cas de la Teicoplanine les diameétres des zones

d'inhibition sont observées entre 0 mm (a 0 ° C) et 22,75 mm (a 65 ° C) et dans le cas de la




RESULTATS ET DISCUSSIONS

Pénicilline les diametres des zones d'inhibition sont observées entre 0 mm (2 0 ° C) et 74,1
mm (& 65 ° C); et malgré ces valeurs, ces résultats n'ont pas d'effet sur le profil de résistance
(toujours résistant pour la majorité des antibiotiques). Ces résultats ont confirmé qu'une large
gamme de températures pourrait également étre utilisee pour les antibiogrammes au niveau
des laboratoires médicaux.
4.- Résultats de I'antibiogramme
La sensibilit¢ de Staphylococcus aureus HO90 vis-a-vis des treize antibiotiques

utilisés est exprimée par la mesure de diametre des zones d’inhibition autour de ces disques.

Les résultats de la sensibilité vis-a-vis les antibiotiques sont exprimés par le calcul de la
moyenne du diamétre des zones d’inhibition et 1'écart type entre les trois réplicas, les résultats
sont présentés dans les Figure 25, 27 et le Tableau 24.
Tableau 24. Résultats des antibiogrammes et écartype de chaque pH pour la souche testee
Staphylococcus aureus HO90.

pH
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RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); PRI:
Pristinamycine (15 pug); FOX: Céfoxitine (30 pg); TEC: Teicoplanine (30 pg); AMK: Amikacine (30
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pg); OFX: Ofloxacine (5 pg); VAN: Vancomycine (30upg); CLI: Clindamycine (2 pg)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN:
Péniciline (10 UI).
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Figure 25. Variation de diameétre des zones d'inhibition en fonction de pH chez la souche
Staphylococcus aureus HO90.

RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 ug); GEN: Gentamicine (10 ug); PRI:
Pristinamycine (15 pg); FOX: Céfoxitine (30 pg); TEC: Teicoplanine (30 ug); AMK: Amikacine (30
pg); OFX: Ofloxacine (5 pg); VAN: Vancomycine (30ug); CLI: Clindamycine (2 pg)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN:
Péniciline (10 UI).

Les résultats illustrés dans le Tableau 19 et la figure 25, montre qu’a des valeurs
différentes de différent pH (6, 6,5, 7,0, 7,5 et 8), la souche Staphylococcus aureus HO90 est
trés sensible a la RIF (la zone d’inhibition comprise entre 39 et 45 mm); TCY (la zone
d’inhibition comprise entre 33,5 et 38,5 mm); GEN (la zone d’inhibition comprise entre 30,5
et 36 mm); PRI (la zone d’inhibition comprise entre 35 et 42 mm); FOX (la zone d’inhibition
comprise entre 26 et 34 mm); TEC (la zone d’inhibition comprise entre 29,5 et 35 mm); AMK

(la zone d’inhibition comprise entre 29,5 et 34 mm); OFX (la zone d’inhibition comprise entre
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33 et 40 mm) VAN (la zone d’inhibition comprise entre 24,5 et 27 mm); CLI (la zone
d’inhibition comprise entre 39 et 45 mm); SXT (la zone d’inhibition comprise entre 37 et 42,5
mm) et ERY (la zone d’inhibition comprise entre 38 et 45 mm) et PEN (la zone d’inhibition
comprise entre 34 et 42,5 mm).

Les résultats obtenue indiquent que le diameétre des zones d’inhibition a diminué de 2,5
a 8,5 mm au maximum avec ’ensemble des antibiotiques utilisés. Ce résultat montre le réle
important de pH sur les diamétres des zones d’inhibition.
Selon ces résultats nous avons remarqué une différence significative entre la variation du pH
et le diamétre de la zone d’inhibition (augmentation de la zone d’inhibition avec
I’augmentation du pH pour quelque antibiotique, et une diminution de la zone d’inhibition
avec I'augmentation du pH) donc on ne peut pas généraliser la régle sur tous I’effet des

antibiotiques.

Figure 26. Résultats de I’antibiogramme pour Staphylococcus aureus HO90 (Photo original)

5.- Interprétations des antibiogrammes

Les mesures de diametre des zones d’inhibitions sont comparées soigneusement aux
valeurs critiques figurant dans les Tableaux 3, 4, 5 et 6 afin de les interpréter en plusieurs
catégories de résistance (S, | ou R). Les résultats sont présentés dans le Tableau 25.
Tableau 25. Interprétations des antibiogrammes de chaque pH pour la souche Staphylococcus
aureus HO90.

pHu_l—z—xox._._z—‘f>-z

|k |8|E|R|F |Z|° |5 |0 | |E |2
60 |S (S |S |S (S |S |[S |[S |- S |S [S |S
6,5 S |S S [S |S - S |S [S |S




RESULTATS ET DISCUSSIONS

7,0 S |S S |S |S |S S |S - S S S S
7,5 S |S S |[S |S (S S |[S - S S S S
8,0 S |S S |[S [S |S S |[S g S S S S

RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); PRI:
Pristinamycine (15 pug); FOX: Céfoxitine (30 pg); TEC: Teicoplanine (30 pg); AMK: Amikacine (30
pg); OFX: Ofloxacine (5 pg); VAN: Vancomycine (30upg); CLI: Clindamycine (2 pg)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN:
Péniciline (10 UI).

S :Sensible.

Selon le Tableau 25, nous constatons que Staphylococcus aureus HO90 est sensible a
tous les antibiotiques testés (Rifampicine, Tétracycline, Gentamicine, Pristinamycine,
Céfoxitine, Teicoplanine, Amikacine, Ofloxacine, Vancomycine,
Triméthoprime+Sulfaméthoxazole, Erythromycine, Clindamycine et Pénicilline.

Egalement, il ressort de ces résultats que I’interprétation d’antibiogramme reste la
méme pour les différentes valeurs de pH de milieu de culture, malgré que ’OMS et la SFM
exigent le pH de milieu de culture d’incubation doit étre entre 7,2 et 7,4 pour les souches
bactériennes (dont le Staphylococcus aureus) pour la réalisation des antibiogrammes. Nous
avons constaté que les résultats d’antibiogramme sont les méme pour les valeurs de pH de 6,
6,5, 7, 7,5 et 8, et donc I’cheéque thérapeutique n’est pas envisageable dans ces conditions.

6.- Analyse statistique
6.1.- Modélisation

Pour moduler la relation entre le pH et le diamétre de la zone d’inhibition, on établit
un diagramme de corrélation, c'est a dire un diagramme croisant les modalités de pH et du
diameétre de la zone d’inhibition. L'ensemble des valeurs forme un nuage de points dont la
forme permet de caractériser la relation. Les résultats ont été présentés sous forme de courbe

de tendance pour chaque antibiotique testé (Figure 27).




RESULTATS ET DISCUSSIONS

46 v . - . . RIF = 60.3-2.6"x
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Figure 27. Courbes de tendance entre le diamétre de zone d’inhibition (mm) et le pH
(comprise entre 0 et 14) pour la souche testée de Staphylococcus aureus HO90.

RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 pg); GEN: Gentamicine (10 pg); PRI:
Pristinamycine (15 pg); FOX: Céfoxitine (30 pg); TEC: Teicoplanine (30 ug); AMK: Amikacine (30
Mg); OFX: Ofloxacine (5 pg); VAN: Vancomycine (30ug); CLI: Clindamycine (2 ug)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN:
Péniciline (10 UI).

D’apres les courbes présentées dans la Figure 27 nous avons constaté que le nuage de
point peut s'ajuster correctement a une droite, c'est a dire que nous sommes en présence d’un
modele linéaires (type Y = aX + b) reliant le diametre de la zone d’inhibition et le pH pour
tous les antibiotiques utilisé (Rifampicine, Gentamicine, Pristinamycine, Céfoxitine,
Teicoplanine, Amikacine, Ofloxacine, Vancomycine, Triméthoprime+Sulfaméthoxazole,
Erythromycine, Clindamycine et Pénicilline). A I’exception de Tétracycline, nous avons
remarqué que le nuage de point prend la forme d'une ligne dont les points s'écartent peu, donc
il y a une forte relation linéaire entre les deux paramétres (le pH et le diamétre de la zone
d’inhibition).
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Il ressort de ces résultats aussi que cette linéarité est négative pour le Rifampicine,
Teicoplanine, Triméthoprime+Sulfaméthoxazole, Erythromycine et Clindamycine et
Pénicilline, c'est a dire que le diamétre de la zone d’inhibition varie en sens inverse avec le
pH. En revanche, cette linearité est positive pour le Gentamicine, Pristinamycine, Céfoxitine,
Amikacine, Ofloxacine et Vancomycine, et donc le diamétre de la zone d’inhibition varie

avec le pH de milieu.

Tableau 26. Interprétations des antibiogrammes selon le diamétre des zones d’inhibitions

calcule en fonction de pH pour la souche de Staphylococcus aureus HO90.
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RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 upg); GEN: Gentamicine (10 upg); PRI:
Pristinamycine (15 pg); FOX: Céfoxitine (30 pg); TEC: Teicoplanine (30 ug); AMK: Amikacine (30
Mg); OFX: Ofloxacine (5 ug); VAN: Vancomycine (30ug); CLI: Clindamycine (2 pg)
SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole (1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN:
Péniciline (10 UI).

S :Sensible, R :Résistant.
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La figure 27 et le tableau 26 montre que les résultats ont indiqué que malgré
l'augmentation de la fourchette de pH (de 0 & 14), aucun changement dans le diametre des
zones d'inhibition n’a été observé pour le Tétracycline. Dans le cas de la
Triméthoprime+Sulfaméthoxazole les diamétres des zones d'inhibition sont observees entre
50,2 mm (a pH 0) et 29,2 mm (a pH 14 ); dans le cas de la Gentamicine les diametres des
zones d'inhibition sont observées entre 20,6 mm (a pH 0 ) et 45,8 mm (a pH 14); dans le cas
de la clindamycine les diaméetres des zones d'inhibition sont observées entre 49,9 mm (a pH 0)
et 35,9 mm (a pH 14 ); dans le cas de la Céfoxitine les diametres des zones d'inhibition sont
observées entre 20,3 mm (a pH 0 ) et 37,1 mm (a pH 14 ); dans le cas de I’amikacine les
diametres des zones d'inhibition sont observees entre 16,3 mm (& pH 0 ) et 47,1 mm (a pH
14); dans le cas de la Ofloxacine les diametres des zones d'inhibition sont observees entre
11,6 mm (& pH 0 ) et 63,4 mm (a pH 14 ); dans le cas de la Vancomycine les diamétres des
zones d'inhibition sont observées entre 21,8 mm (a pH 0 ) et 28,8 mm (a pH 14 ); dans le cas
de la Pristinamycine les diamétres des zones d'inhibition sont observées entre 24,6 mm (& pH
0 ) et 526 mm (& pH 14 ); dans le cas de la Erythromycine les diametres des zones
d'inhibition sont observées entre 61 mm (a pH 0 ) et 23,2 mm (a pH 14 ); dans le cas de la
Rifampicine les diametres des zones d'inhibition sont observées entre 60,3 mm (a pH 0 ) et
23,9 mm (a pH 14 ); dans le cas de la Teicoplanine les diamétres des zones d'inhibition sont
observées entre 44,5 mm (apH 0 ) et 17,9 mm (a pH 14 ) et dans le cas de la Pénicilline les
diametres des zones d'inhibition sont observées entre 67,4 mm (a pH 0 ) et 10 mm (a pH 14).
Nous avons constaté que ces résultats n'ont pas d'effet sur le profil de résistance (sensible dans
la majorité des antibiotiques). Ces résultats ont confirmé qu'une large gamme de pH pourrait
également étre utilisée pour les antibiogrammes au niveau des laboratoires médicaux et/ou au

niveau des laboratoires de recherche.
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CONCLUSION

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité des bactéries a croissances
rapide vis-a-vis d’un panel d’antibiotique. Des disques imprégnés d’antibiotiques sont déposé
a la surface d’un milieu de culture standardisé milieu de (Mueller-Hinton) préalablement
ensemencé avec une dilution calibrée da la bactérie a tester.

La fiabilité de résultats d’un antibiogramme et influencé par de nombreux parametre
qui doivent étre rigoureusement controlé .la standardisation est régie par des documents
émanant de I’O.M.S et de divers comités nationaux .parmi les principales recommandations
on peut citer la température et le pH de milieu.

L’objectif essentiel de ce travail est de réaliser des antibiogrammes et de prédire la
sensibilité la sensibilité de trois souches bactériennes vis-a-vis de plusieurs antibiotiques.
a des températures et des pH de milieu différents.

Nous avons utilisé 3 souches bactériennes différentes Gram négative (deux souches)
Escherichia coli HO25, et Pseudomonas aeruginosa HO80 Gram positive (une seule souche)
Staphylococcus aureus HO 90 : et Ces trois souches ont eté choisies car elles ont une
croissance rapide (moins de 24 heures) a 25-30-37 et 44 °C et sont frequemment isolées des
échantillons cliniques.

Le pH de milieu Mueller Hinton doit étre de 7,2 a 7,4 mais dans notre étude nous
avons avons préparé 5 milieux a pH différent (6 - 6,5 - 7 - 7,5 et 8) cing disques
d’antibiotiques de différentes familles sont appliqués avec une 1égere pression a I’aide d'une
pince bactériologique stérile afin d'assurer le contact complet avec la surface de la gelose. Les
boitesa pH 6 — 6,5 -7 — 7,5 et 8 sont incubées a I'étuve a 37°C en position inversée durant 24
h et d’autre boites a pH neutre 7 sont partagée dans 4 étuves a différents temperatures (25 - 30
— 37 et 44 °C) durant 24 h (Parsaeimehr et al., 2010) Par la suite, en calculé les moyens de
diametre des zone d'inhibition sur la base de trois réplica analytique. Les analyses statistiques
sont montré a différents températures testées 25, 30, 37 et 44°C que :

Escherichia Coli HO25 est sensible aux FOS modérément sensible au CTX et GEN
trés résistant a CX et totalement résistant aux CEP, AMC, MP et COT.

Pseudomonas aeruginosa HOB80 est tres sensible aux antibiotique FOS, IMP et ATM
et moyennement sensible aux antibiotiqgue COL, PIP, GEN, TCC et CAZ et faiblement
sensible a I’antibiotique RIF.

Staphylococcus aureus HO90 est trés sensible aux antibiotique RIF, TCY, GEN, PRI
FOX, TEC, MK, OFX, SXT et ERY et moyennement sensible aux antibiotique VAN, CLI
GEN et PEN.

Sur la base d’analyses statistique nous avons remarqué qu’il n’y avait pas de

différence significative entre 30°et 37°C (test de Tukey) en conséquence le 37°C pourrait étre
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remplacé par 30°C. Les valeurs des températures de 25¢et 44°C ont montré I’effet le plus
significatif.

Les analyses statistiques montrent qu’a différente pH (6, 6,5, 7, 7,5 et 8), la souche
d’Escherichia coli HO25 est tres sensible a la FOS et moyennement sensible aux
antibiotiques CTX et GEN et faiblement sensible a CX et COT et totalement résistant aux
antibiotiques suivants : AMP, AMC, CEP.

Pseudomonas aeruginosa HO80 est tres sensible aux antibiotiques FOS, IMP et ATM
moyennement sensible a COL PIP GEN TCC et CAZ et faiblement sensible a la RIF.

Staphylococcus aureus HO90 est trés sensible aux antibiotiques RIF,TCY, GEN, PRI
,FOX TEC, AMK,OFX ,VAN ,CLI ,SXT, ERY et PEN .

Selon ces résultats nous avons remarqué une différence significative entre la variation
du pH et le diamétre de la zone d’inhibition (augmentation de la zone d’inhibition avec
I’augmentation du pH pour quelque antibiotique, et une diminution de la zone d’inhibition
avec ’augmentation du pH) donc on ne peut pas généraliser la régle sur tous I’effet des
antibiotiques.

Ensuite nous avons étudié le degré de significativité de la relation entre le pH de milieu
et la température et la zone d’inhibition par le test Student, car celle-ci dépend de coefficient
de corrélation et également du nombre d'observation. Les résultats ont montré que le
coefficient de corrélation a une signification statistique pour tout I’antibiogramme réalis¢.

Les résultats montrent une forte relation entre la zone d’inhibition et la température et le
pH du milieu pour quelque antibiotique et pour d’autre antibiotique la zone d’inhibition varie
en sens inverse avec la tempeérature et donc le diamétre de la zone d’inhibition varie avec la
température et le pH de milieu avec et non changement de profile de résistance.

Ces résultats ont confirmé qu'une large gamme de températures et de pH pourrait
également étre utilisée pour les antibiogrammes au niveau des laboratoires médicaux et les
laboratoires de recherche.

Il est a noter aussi que I’antibiogramme est influencé par plusieurs facteurs Il serait
intéressant d’étudié plus profondément 1’antibiogramme dans les travaux futures pour avoir
une vision claire et un résultat fiable pour une meilleur gestion des soins sans avoir créer une
résistance aux antibiotiques chez les bactéries et maitre la santé personnel et publique en

danger.
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ANNEXES



Tableau 1. Diameétres et ecartype de la zone d'inhibition des antibiogrammes de chaque température pour

Escherichia coli HO25.

T(C) AMP AMC CEP cX CTX GEN FOS cot
25 0 0 0 0 18 19 37 0

25 0 0 0 0 19 19 37 0
25
25
30 0 0 0 0 15 13 37 0
30 0 0 0 0 14 12 37 0
30
T e B T B T R TR
37 0 0 0 0 12 11 39 0

37 0 0 0 0 13 12 38 0
37
37
44
44
44
44

Tableau 2. Diametres et ecartype de la zone d'inhibition des antibiogrammes de chaque pH pour

Escherichia coli HO25.

AMP AMC CEP X CTX GEN FOS coT




Tableau 3. Diameétres et écartype de la zone d'inhibition des antibiogrammes de chaque température pour

Pseudomonas aeruginosa HO80.

T(C?)

IPM

coL

PIP

FOS

GEN

ATM

TCC

RIF

CAZ

25

40

24

25

46

27

32

21

10

24

25
25
25
30

36

23

24

44

26

35

20

10

22

30
30
30
37

37
37
37
44

45

24

36

46

32

42

34

12

26

44
44
44

44

22

32

42

32

44

42

14

30

Tableau 4. Diametres et ecartype de la zone d'inhibition des antibiogrammes de chaque pH pour

Pseudomonas aeruginosa HO80.

pH IPM coL PIP FOS GEN ATM TCC RIF CAZ
6 32 17 26 36 18 36 28 7 22
6 31 17 24 38 19 36 32 7 23




Tableau 5. Diameétres et écartype de la zone d'inhibition des antibiogrammes de chaque température pour

Staphylococcus aureus HO90.

T(C°) RIF TCY | GEN PRI FOX | TEC| AMK | OFX | VAN CL SXT | ERY PEN
25 24 34 29 32 24 23 31 40 19 15 30 32 18
25 23 34 31 30 20 23 32 39 19 17 32 32 18
25
25
30
30
30
30
37
37
37
37
44 34 28 27 30 29 28 27 34 22 36 30 32 42
44 36 28 29 34 32 30 30 34 24 34 28 33 40
44
44

Tableau 6. Diametres et ecartype de la zone d'inhibition des antibiogrammes de chaque pH pour

Staphylococcus aureus HO90.

pH RIF TCY | GEN PRI FOX | TEC | AMK | OFX | VAN CLI SXT ERY PEN
6 43 33 31 36 28 31 30 34 24 47 41 44 41
6 44 34 30 34 28 32 29 32 25 40 40 46 40

(<) WK<

6.5 46 38 34 40 25 34 32 35 25 46 44 45 42
6.5 44 36 36 44 27 37 30 36 26 44 41 42 43

oo
uln




AMP: Ampicillin (10 pg); AMC: Amoxicillin + calvulanic acid (30 pg); CEP : Cephalothin (30 pg); CX :
Cefoxitin (30 pg); CTX : Cefotaxime (30 pg); GEN: Gentamicin (10 pg); FOS: Fosfomycin (200 pg); COT:
Co-Trimoxazole: Trimethoprim/sulfamethoxazole (25 pg).

IMP: Imipéneme (10 pug); COL.: Colistine (30 ug); PIP: Pipéracilline (100 pg); FOS: Fosfomycine (200 ug);
GEN: Gentamicine (10 pg); ATM: Aztréonam (30 pg); TCC: Ticracilline + acide clavulanique (75/10 ug);
RIF: Rifampicine (5 pg); CAZ: Ceftazidime (30ug).

RIF: Rifampicine (05 pg); TCY: Tétracycline(30 pg); GEN: Gentamicine (10 ug); PRI: Pristinamycine (15
pg); FOX: Céfoxitine (30 ug); TEC: Teicoplanine (30 ug); AMK: Amikacine (30 pg); OFX: Ofloxacine (5
pg); VAN: Vancomycine (30upg); CLI: Clindamycine (2 pg) SXT:Triméthoprime+Sulfaméthoxazole
(1,25/23,75 pg) ERY: Erythromycine (15 pg); PEN: Péniciline (10 UI).



	5.1.- Bactéries non mycéliennes
	5.2.- Champignons
	6.-Berdy J. (2005) Bioactive microbial metabolites. J Antibiot. 58 :1-26.
	R.F. (Eds.). Elsevier, Amsterdam. pp. 493-526.

	9.- Boyadjiev I., Garnier F. et Martin C. (2011). Sepsis grave et choc septique : Deuxième édition

