1 Introduction

INTRODUCTION

En zone d'endémie, les maladies infectieuses sont couramment traitées apres
un simple diagnostic clinique sans l'aide d'un laboratoire pour un diagnostic de
certitude et un antibiogramme qui sélectionne I'antibiotique le plus efficace sur la

bactérie isolée.

Souvent l'effet bactériostatique d'un antibiotique est suffisant pour traiter une
infection, en corrélation avec le systéme de défense de I'hdte (systemes cellulaires

et humoraux).

Par contre, lors des infections graves comme les endocardites, les
osteomyelites, les méningites ou encore au cours des immunodépressions, il y a

nécessité d'une antibiothérapie rigoureusement bactericide.

Tenir compte de ces considérations, sans perdre de vue un contexte

d'antibiorésistance, rend difficile le choix d'un antibiotique.

C'est pourquoi il est intéressant de suivre le niveau de bactéricidie de

molécules trés souvent actives sur des souches multirésistantes.

C'est I'objectif de notre recherche, avec la détermination de la cinétique
bactéricide de cing bétalactamines et de deux quinolones sur 90 souches (cocci a
Gram positif et bacilles a Gram négatif) par la méthode de dilution en milieu

liquide sur microplaque.
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I- METHODE DE DETERMINATION DE LA BACTERICIDIE :
EFFETS BACTERIOSTATIQUE ET BACTERICIDE D'UN
ANTIBIOTIQUE (9-35-44)

L'action d'un antibiotique sur une souche bactérienne peut étre caractérisée
par deux paramétres : sa concentration minimale inhibitrice (CMI) et sa

concentration minimale bactéricide (CMB).

1.1- Concentration minimale inhibitrice

La CMI est définie comme la plus faible concentration d'un antibiotique
inhibant en 18 a 24 heures la multiplication des bactéries (bactériostase). Cette
valeur permet de classer une souche bactérienne dans les catégories : "sensible" ;

"résistante" ; "intermédiaire".

- Une souche est dite sensible a un antibiotique lorsque sa CMI est inférieure
a la concentration sanguine obtenue apres administration d'une dose utilisable en

thérapeutique.

- Une souche est dite résistante lorsque la CMI de l'antibiotique est trop

élevée pour étre atteinte in vivo sans utiliser des doses toxiques.

- une souche a une sensibilité intermédiaire lorsque la CMI se situe entre ces

deux valeurs extrémes.

Pour la détermination de la CMI, on a recours a une méthode de dilution
(micro ou macrodilution) ou a une méthode de diffusion ; ceci dans des conditions

bien standardisées.



1.1.1 Méthode de dilution

a) Dilution en milieu liquide

C'est la méthode de référence, on distribue dans un premier temps, pour la
macrodilution, dans une série de tube a hémolyses stériles ou pour la microdilution
dans les cupules d'une plaque, sous un méme volume, des concentrations
décroissantes d'antibiotique puis on ajoute dans chacun des tubes ou cupules sous
un méme volume, une culture de bactéries en phase exponentielle de croissance. La
CMI de l'antibiotique sur la souche étudiée est définie comme la plus faible
concentration inhibant, aprés 18 a 24 heures de contact a 37°C, toute croissance

visible a I'oeil nu.

b) dilution en milieux solide

Le principe de la technique est le méme qu'en milieu liquide, I'antibiotique

est incorporé dans un milieu de culture solide (gélose).

1.1.1 Méthode par diffusion : (Disques)

Une boite de milieu gélosé adéquat est ensemencée avec une culture pure de
I'organisme pathogene ; avant de mettre a incuber, on dépose sur le milieu
ensemencé, en différents endroits de la boite, plusieurs petits disques de papier
adsorbant, imprégnés chacun d'un antibiotique différent. Pendant I'incubation,
I'antibiotique diffuse a partir des disques et une zone d'inhibition de la croissance
apparait autour de chaque disque contenant un antibiotique auquel I'organisme est
sensible.

NB : Les conditions standards :
- milieu de culture Mueller-HINTON

- inoculum bactérien = a 106 bactériens/ml.
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Il CONCENTRATION MINIMALE BACTERICIDE

La CMB est définie comme la plus faible concentration d'antibiotique
détruisant apres 18 heures de contact a 34°C 99,9 % d'une population bactérienne.
La CMB est déterminée a partir de la CMI ; la méthode employée consiste a
ensemencer, sur un milieu gélosé dépourvu d'antibiotique, une quantité définie de
tous les tubes ou cupules ne présentant pas de trouble visible (Méthode de dilution)

et a dénombrer les suivantes.

Le nombre de survivants est comparé au nombre des bactéries initialement
présentes.

- Si le rapport CMB/CMI =1 ou 2 l'antibiotique est dit bactéricide.

- Si le rapport CMB/CMI = 4 a 16 l'antibiotique est dit bactériostatique.

- La CMB d'un antibiotique est parfois éloignée de la CMI ; le rapport CMB/CMI
supérieur ou égal 32 : on parle alors de tolérance des bactéries a I'antibiotique ; la
tolerence exprime des isolats bactériens inhibés mais non détruits par des
concentrations d'antibiotiques bactéricides ; il n'y a pas de modification de la CMI
mais les bactéries échappent a l'action letale de I'antibiotique ; on observe un

ralentissement du pouvoir bactéricide.

111 FACTEURS ASSOCIES AUX EPREUVES DE BACTERICIDIE (44)

Les facteurs sont multiples et influencent la détermination in vitro de la bactéricidie
ce qui rend difficile I'interprétation des résultats : il y a des facteurs biologiques et

des facteurs techniques.



3 -1 Facteurs biologiques

Pour certains antibiotiques, comme ceux agissant sur la paroi bactérienne
(bétalactamines et VANCOMYCINE), on observe une absence de destruction
complete des bactéries et leur survie méme a des concentrations supérieures aux
concentrations bactéricides. Pour qualifier ce phénomene on utilise les expressions
suivantes :

- Présence de bactéries persistantes.

- Effet paradoxal ou phénoméne de EAGLE

- Phénomene de Tolérance

- Résistance phénotypique.

3.1.1- Présence de bacteries persistantes

Cest la survie des bactéries a des concentrations bactéricides ou a des
concentrations supérieures aux concentrations bactéricides ; on les trouve en petit
nombre (inférieur a 0,1 % de I'inoculum) apres repicage et ont la méme sensibilité
que la souche originale. L'explication repose sur I'hypothése suivante : les
survivants se trouvaient dans une phase métabolique inactive au moment de
I'antibiogramme ; et qu'ils n'ont pu étre détruits par des antibiotiques qui, comme
les béta lactamines agissent uniquement sur des cellules en phase de multiplication

active.

3. 1.2 Effet paradoxal ou phénoméne de EAGLE

Ce phénomene se caractérise par une baisse du taux de bactéricidie avec
I'augmentation des concentrations d'antibiotiques, le phénomeéne est surtout observé

avec les béta lactamines : I'explication repose sur I'hypothése suivante :
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Une forte concentration d'antibiotiques serait inhibitrice pour la synthése des
proteines dans les bactéries, ce qui empécherait la multiplication bactérienne

nécessaire a l'activité de l'antibiotique.

3. 1.3 Phénomene de tolérance (7,14,37,44)

Le terme tolérance exprime des isolats bactériens inhibés mais non détruits par des
concentrations d'antibiotiques bactéricides.

On détermine la tolérance d'une souche in vitro en comparant la CMI et la CMB
obtenue avec l'antibiotique étudié.

Alors gu'une souche exposée a un agent bactéricide a une CMB et une CMI
similaires, une souche tolérante a une CMB plus élevée que la CMI (5 dilutions ou
plus) et le rapport CMB/CMI est supérieur ou égal a 32.

Pour I'explication du mécanisme de la tolérance : il s'agit parfois d'un phénomene
de tolérance phénotypique, caractérisé par une baisse de la sensibilité aux
antibiotiques dans certaines conditions de croissance. La tolérance phénotypique
est instable ou réversible selon le milieu de culture, le pH, la phase de croissance de
la bacteérie.

Il peut s'agir d'une tolérance génétique, comme la suppression du systeme
d'enzymes autolytiques ; la tolérance génétique apparait a la suite d'une mutation

ou de l'acquisition de plasmide ou de transposons.

3. 1.4 Resistance phénotypique

La résistance phénotypique peut se développer au cours de la détermination de la
CMB, c'est une caractéristique de la bactérie, on la différencie du phénomene de

persistance parce que les survivants sont plus résistants que la souche originale.
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La résistance phénotypique a été observée avec les bacilles Gram négatif et les
aminosides. Elle semble étre le résultat d'un ralentissement dans le transport de
I'antibiotique a l'intérieur de la bactérie, elle a également été remarquée chez
certains bacilles Gram négatif dont Pseudomonas aeruginosa, en présence de béta
lactamines : Ainsi quand ces bactéries sont en présence de béta lactamines, ils
augmentent leur production périplasmatique de bétalactamases et limitent la

pénétration de lI'antibiotique par les porines.

3. 2. Facteurs techniques

Pour réunir les conditions optimales au cours des épreuves de bactéricidie, il faut
tenir compte des variables suivantes :

- la phase de croissance de l'inoculum

- la densité de I'inoculum

- Le contact de la bactérie avec l'antibiotique

- La composition du milieu

- Le transfert d'antibiotique

3. 2.1 La Phase de Croissance de I'lnoculum

La préparation de linoculum doit se faire a partir de bactéries en phase
exponentielle de croissance, en effet, en fin de phase de décceleration ou en phase
stationnaire, les bactéries sont détruites moins rapidement qu'en phase

exponentielle : on observe alors une augmentation du nombre de survivants.

3.2.2 La densité de I'inoculum

C'est le facteur le plus important dans I'étude de la sensibité aux antibiotiques. Dans

les épreuves de bactéricidie, on a observé que la tolérance semblait augmenter avec
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un inoculum tres dense et baisser avec un inoculum léger. Le NCCLS recommande
un inoculum final de 5.10° UFC/ml pour les bactéries aérobies et un inoculum de

5. 10% UFC/mlI pour les bactéries anaérobies.

3.2.3 Le contact de la bactérie avec I'antibiotique

Il est parfois incomplet. En effet, les bactéries ont tendance a adhérer a la paroi des
tubes, au dessus du ménisque, ce qui entraine une augmentation du nombre de
survivants. Cette adhéerence se produit surtout avec les tubes de polypropylene.

On recommande donc d'effectuer la technique dans du tubes de borosilicate et de

déposer I'inoculum bactérien au dessus du ménisque.

Pour remettre en suspension et en contact avec l'antibiotique, les bactéeries qui
adhérent au dessus du menisque, on conseille d'agiter manuellement les tubes ou

avec un agitateur électrique type VORTEX.

3.2.4 La Composition du Milieu

Pour une appréciation correcte des résultats, il faut tenir compte de certains facteurs
de variation dans la composition du milieu. Il est donc nécessaire de choisir pH,
osmolarité, concentration en cations divalents, en fonction des antibiotiques et en

fonction des bactéries.

3.2.5 Le Transfert d'Antibiotique

Le probléme associé au transfert d'antibiotique dépend du volume prélevé pour
faire la numération des survivants et de la CMI, il est particulierement important

lorsque qu'il s'agit de faire la numération des survivants et que la CMI est élevée.



IV LA RESISTANCE BACTERIENNE (9,30,35,44,45)

De nos jours, il ne fait aucun doute que les antibiotiques constituent I'un des

groupes de médicaments les plus employés en Médecine.

Depuis les déecouvertes de la pénicilline en 1929 par Sir Alexander
FLEMING, des sulfamides en 1932 par Gerhard DOMAGK et de la stréptomycine
en 1944 par Selman WAKSMAN, le pronostic des maladies infectieuses d'origine
bactérienne a été radicalement modifié, parallelement on a assisté a I'émergence

d'un arsenal thérapeutique riche de pres d'une centaine d'antibiotiques

En dépit de la multiplicité et de la diversité des antibiotiques, une recherche
permanente de nouvelles molécules antibactériennes s'avére necessaire car des
résistances aux antibiotiques sont apparues, au fur et a mesure de leur utilisation.

La résistance Bactérienne aux antibiotiques se caractérise par son caractére naturel

Ou acquis, son mécanisme et son support genétique.

4.1 Résistance naturelle et résistance acquise

La resistance naturelle est une caractéristigue commune a I'ensemble des souches
d'une méme espece bactérienne, il s'agit d'un caractere chromosomique pouvant
étre retenu comme critére d’identification ( phénotype de résistance).

Le Tableau I donne les principales résistances naturelles aux antibiotiques.
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Tableau 1. Principales Résistances Naturelles aux Antibiotiques

Antibiotique Espéces bactériennes Mécanismes
Ampicilline Klebsiella spp. Levinea béta lactamases
Amoxicilline

Enterobacter spp. ; Citrobacter spp. béta lactamases
Céfalotine Serratia spp. Proteus morganii spp,

Proteus vulgaris, Providencia spp,

Pseudomonas spp, Bactéroides spp
Imipénéme Stenotrophomonas maltophila béta-lactamases

o ] Pseudomonas spp. ; Bactéroides spp. Cible de faible affinité
Triméthopri-me o
Neisseria spp. Campylobacter spp

Aminosides Streptocoques, entérocoques - Perméabilité

o Providencia spp Enzyme Inactivatrice
Gentamicine ) )
(acétyl-transférase)

Toutes les bactéries a Gram positif

Colistine )
Proteus spp. Serratia spp
Toutes les bactéries a Gram(-) Perméabilité
) Pediococcus, Leuconostoc, lactobacilles. - Cible différent de
Glycopeptides(vanco )
) ] ] Enterococcus gallinarum, Enterococcus celle des autres Gram
mycine, teicoplanine) )
casseliflavus, et Enterococcus flavescens, +

Nocardia, Erysipelothrix

La résistance acquise, a I'opposé ne s'applique qu'a certains souches au sein de la

méme espéce bactérienne.
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4.2- Mécanisme de Résistance

3 principaux mécanismes sont responsables de la résistance aux antibiotiques

4.2.1 Modification de la cible des antibiotiques

Pour étre actif, I'antibiotique doit se fixer d'abord sur une cible. Dans le cas des
protéines de liaison aux pénicillines (PLP) situées dans la membrane
cytoplasmiques bactériennes, il peut s'agir soit d'une substitution de ces PLP et ou

soit d'une diminution de l'affinité de ces PLP.

4.2.2 Synthese d'enzymes inactivant les antibiotiques

Ex : Les béta lactamases pour les bétalactamines.
C'est le cycle bétalactame qui est hydrolysé et inactive par les bétalactamases,

entrainant ainsi la perte de I'activité antibactérienne.

4.2.3 Baisse de la perméabilité de la paroi bactérienne

La synthese d'une porine ou du lipopolysaccharide peut étre affectée, ce qui réduit
la perméabilité externe : I'antibiotique ne peut plus atteindre sa cible.
Il peut aussi s'agir d'un efflux actif de I'antibiotique de I'intérieur vers I'extérieur de

la bactérie
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4.3 Génétique de la résistance

Il existe 2 supports essentiels : chromosomique et extrachromosomique.

4.3.1 Support chromosomique

4.3.1.1 Mutation ponctuelle

- Soit dans un gene de régulation entrainant par exemple une hyperproduction
d'enzymes inactivant les antibiotiques

- Soit dans le géne de structure modifiant le spectre d'une enzyme.

4.3.1.2 Remaniement du génome

Ex : insertion de séquence apportant un promoteur permettant d'exprimer des genes
silencieux ou encore de l'acquisition du fragment de chromosome étranger par

transformation

4.3.1.2 Support extrachromosomique

L'information génétique est portée par des plasmides, transférables a d'autres

bactéries par conjugaison, transduction ou transformation.

L'ensemble de ces genes peuvent étre sur des fragments d'acide
desoxyribonucleique (ADN) appelés transposons qui peuvent s'intégrer soit dans

des plasmides, soit dans le chromosome en allant de I'un a l'autre.
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MATERIEL ET METHODES

Ce travail a été realisé au Laboratoire de Bactériologie — Virologie de I’Hopital
Aristide Le Dantec de Dakar.

I. SOUCHES BACTERIENNES ET ANTIBIOTIQUES

1.1 — Souches bactériennes

1.1.1 Souches a tester

Notre étude a porté sur 90 souches bactériennes isolées et identifiées selon
les méthodes classiques d'isolement et d'identification au laboratoire de
bactériologie-virologie de I'népital Aristide Le Dantec, a I'Institut Pasteur (IP), au
Laboratoire de bactériologie de I'hdpital FANN.

Ces souches sont réparties en nombre de maniere suivante :

- Bactériologie-Virologie HALD 76 souches
- Bactériologie FANN 9 souches

- Institut Pasteur de Dakar 5 souches

Les espéces bactériennes sur lesquelles nous avons travaillé sont (Tableau 3)

- Escherichia Coli

- Klebsiella Pneumoniae

- Pseudomonas aeruginosa

- Proteus vulgaris et Proteus mirabilis

- Enterobacter cloacae

- Salmonella Spp.

- Enterococcus feacalis

- Staphylococcus aureus (Méthi-R, Méthi-S)

- Streptococcus pyogenes.
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Les souches proviennent de produits pathologiques divers (Tableau I1)

- LCR (liquide Cephalo Rachidien)
- Sang (Hemoculture)
- Pus

- Selles

Ces souches ont eté isolées entre 1996 - 1998.
Toutes les souches testées ont été conservées a 70°C dans des cryotubes (Nunc®)
contenant du bouillon coeur-cervelle (Bcc) additionné de 15% de glycérol en trois

exemplaires sur trois portoirs différents.

I.1-2 Souches de référence

L'utilisation de souches de référence permet de vérifier la conformité des

résultats du test. Les souches de références utilisées sont les suivantes :

- Escherichia Coli ATCC 25.922
Ciprofloxacine (\Valeurs critiques : 0,004 - 0,015 mg/l)
Aztreonam (\Valeurs critiques : 0,06 - 0,25 mg/l)

- Staphylococcus aureus ATCC 29.213
Ciprofloxacine (\Valeurs critiques : 0,125 - 0,5 mg/l)
Aztreonam (\Valeurs critiques : 4 — 32 mg/l)

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27.853
Ciprofloxacine (\Valeurs critiques : 0,25 - 1) mg/I

Aztreonam (Valeurs critiques : 2 — 8 mg/l)
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1. 2. Les antibiotiques

Les antibiotiques utilisés appartiennent aux familles suivantes

- Béta-lactamines

* Pénicilline G
* Cefazoline

* Ceftriaxone
* Cefeprime

* Aztreonam

- Quinolones

* Ciprofloxacine

* fléroxacine

II. MATERIEL ET REACTIFS

2.1 Réidentification des souches bactériennes

Nous avons utilisé le schéma habituel pour [identification des souches
bactériennes, les souches ont été réisolées sur des géloses ordinaires ou enrichies,
puis nous avons identifié par des galeries classiques complétées par des mini
galeries d'identification et au besoin par des méthodes d'identification sur
microplaque mises au point au niveau du laboratoire de Bactériologie - Virologie
de I'HOpital Aristide Le Dantec.
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2.2 Détermination des CMI/CMB

2.2-1 Materiel

- Plaques de Microtitration

- Pipette, micropipettes, aide pipetteur

- Embouts stériles

- Tubes a essai stériles

- Tubes a hémolyse stériles
- Tubes NuncR

- Four a micro ondes

- Etuve

- Flacons

- Boites de Pétri stériles

- Autoclaves

- Mac Farland 0,5.

2.2-2 Réactifs

Les milieux utilisés sont les suivants.

- Mieller - Hinton (Gélose et Bouillon)
- GSO (Gélose au Sang ordinaire)
- GSC simple (gélose au Sang cuit)

- GSC Polyvitex

- Bouillon TODD - HEWITT

- Eau physiologique

Mattriel ef Mefiodes



17 Mattriel ef Mefiodes

2.3 Préparation des solutions meres d’antibiotiques

2.3-1 Matériel

- Pipettes et Micropipettes

- Embouts stériles

- Tubes a hémolyse et a essai
- Cryotubes (NuncR)

- Filtres

- Balance de précision

2.3-2 Réactifs

- Tampon phosphate PHe
- Soude Normal

- Méthanol

- Eau distillee stérile

- Bicarbonate de sodium a 5% dans I'eau.

2.4 Matériel pour la conservation

- Cryotubes NuncR

- BCC additionné a 15% de glycérol.

2.5 Matériel pour ’analyse des résultats

L'analyse des résultats a été effectué par le logiciel StatView, avec des

programmes informatiques qui facilitent la gestion des résultats.
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I11. METHODES

Nous avons utilisé le méthode de microdilution en milieu liquide. C'est une
méthode de référence consistant a distribuer dans une série de microcupules
contenant un volume déterminé de bouillon de Mdller - Hinton, des concentrations
décroissantes d'antibiotiques et a ensemencer chaque tube avec une suspension
standardisée de la bactérie a étudier ; aprés incubation (de 18 a 24 h), la plus faible
dilution d'antibiotique dans laquelle la croissance bactérienne est completement
inhibée représente la CMI. Pour la détermination de la CMB, des repicages sur
milieu gélosé sont effectués en fonction du temps (aprés 1h, 2h, 4h, 6h puis 24h de
contact).

La CMB est définie comme la plus faible concentration d'antibiotique
capable de réduire 99,9% de l'inoculum bactérien c'est a dire laisser 0,1% de

suivants.

3.1 Préparation des solutions meres d’antibiotiques

Pour les épreuves de dilution, nous avons preparé puis congelé les
antibiotiques sous forme de solutions méres concentrees a 10.240 mg/ml.

L'activité spécifique de I'antibiotiques est souvent différente de la masse de
poudre, ainsi par exemple : 1mg de produit déshydraté peut ne contenir que
0,914mg de substance biologiquement active. C'est ainsi que nous avons utilisé les
formules suivantes pour déterminer la masse de poudre et le volume de diluant pour
préparer la solution mere.

Masse (mg) = Volume (ml) x concentration désirée pg

activite spécifique

Volume du diluant = Masse (mq) x Activité spécifique ug/q)

Concentration désirée (mg/l)



19 Mattriel ef Mefiodes

Les solvants et diluants nécessaires pour la confection de chaque solution

meére d'antibiotique figurent dans le (Tableau 1V)

3.2 Préparation de ’inoculum

Pour cela grace a une anse de platine, nous avons touché 4 a 5 colonies bien
isolées de la bactérie a étudier, puis nous avons ensemencé les bactéries ainsi
prélevées dans 4 a 5 ml de bouillon choisi en fonction de I'exigence du germe.

Puis nous avons incubé I'inoculum a 35°C pendant 4 a 5 heures puis on a
ajusté avec de I'eau physiologique pour obtenir une turbidite comparable a celle de
I'étalon 0,5 de I’échelle Mc Farland.

Pour préparer I'inoculum de certaines bactéries a croissance faible et difficile
en bouillon ; 4 a5 colonies ont éte directement émulsifiées dans une petite quantité
d'eau physiologique puis ajusté a I'étalon 0,5 de Mc Farland.

(Cas de staphylococcus aureus Meéthi-R,  Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae).

A partir de l'inculum ajusté 108 UFC/ml, nous avons fait une dilution au
1/1008, ce qui produit une suspension de 106 UFC/ml. Ainsi 100 pl de cet inoculum
ont été mélangé avec 100 pl de bouillon contenant I'antibiotique, ce qui donne une

concentration finale de 5.10° UFC / ml dans la microcupule.

3.3 Ensemencement des microplaques

La distribution de l'inoculum dans les microcupules a été faite 15 minutes

apres sa preparation.
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3.4 Lecture des CMI et détermination des CMB

Pour lire les plaques, on observe le fond des cupules dans un miroir. la CMI
est représentée par la plus faible concentration qui ne montre aucune croissance
visible.

Pour mesurer la CMB, on détermine d'abord la CMI, ensuite on procede a la
numeération de l'inoculum a partir de la cupule témoin, on a prélevé pour cela 10 pl
gu'on a déposé sur gélose sans I'étaler, aprés incubation les spots qui n'ont pas
donné de pousse ont été recherché, pour déterminer la CMB.

Cette deétermination se fait en fonction du temps 1h, 2h, 4h, 6h puis 24h
d'incubation, la plus faible dilution dont le spot ne montre pas de pousse représente
la CMB.

Si la CMB d'un antibiotique sur une souche bactérienne est proche de la
CMI, CMB/CMI =1 ou 2 : I'antibiotique est dit bactéricide.

Par contre, si la CMB est relativement éloignée de la CMI (CMB/CMI =4 a

16) l'antibiotique est dit bactériostatique.

IV. CONTROLE DE QUALITE

Outre l'utilisation des souches de référence pour valider le test, les contrdles

de qualité doivent s'opérer a tous les niveaux:

- Les souches de référence
Leur utilisation permet de juger de la reproductibilité des tests. Un certain nombre

de regles doivent étre respectées.

* Utiliser les souches de référence sires types ATCC
* Entretenir correctement les souches de contréle de qualité
(conservation selon 2 méthodes a -70°C dans des cryotubes pour l'utilisation de

longue durée ; ou en stock de culture pour I'utilisation en routine)



- Les milieux et réactifs.

21

Mattriel ef Mefiodes

Il faut s'assurer de leur stabilité pour espérer obtenir des résultats de qualité ; Pour

cela il faut :

* Vérifier les dates de péremption des milieux et réactifs

* Un stockage correct des milieux de culture, des antibiotiques

en poudre ou en solution selon les directives du fabricant ; des relevés quotidiens

de la température du freezer et du réfrigérateur.

* Une manipulation correcte, avec respect de la démarche du

protocole établi.

TABLEAU I1. Effectif des souches Bactériennes

ESPECES BACTERIENNES NOMBRE POURCENTAGE
Escherichia coli 9 10 %
Klebsiella pneumoniae 10 11,110 %
Proteus mirabilis et P. vulgaris. 10 11,110 %
Enterobacter 10 11,110 %
Pseudomonas aeruginosa 8 8,88 %
Staphylococcus aureus

(Méthi-R, Méthi-S) 18 0%
Streptococcus pyogenes 5 5,55 %
Enterococcus faecalis 10 11,110 %
Salmonella Spp. 10 11,110 %

TOTAL 90 100 %
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TABLEAU I1lI. REPARTITION DES SOUCHES EN FONCTION DES
PRODUITS PATHOLOGIQUES

SANG PUS URINES SELLES AUTRES

Escherichia Coli 1 8 - - -

Klebsiella pneumoniae 6 2 2 -

Proteus mirabilis et

- 10 - - -

P. vulgaris.

Enterobacter cloacé 3 6 1 - -
Pseudomonas aeruginosa 1 6 - - 1
Staphylococcus aureus 1 17 - - -
Streptococcus Pyogenes 1 4
Enterococcus 1 3 - 1 5
Salmonella Spp. - - - 10 -

TOTAL 14 56 3 11 6
Pourcentage 15,55% 62,22% 3,33% 12,22% 6,66%

TABLEAU IV. SOLVANTS ET DILUANTS DES ANTIBIOTIQUES

ANTIBIOTIQUES SOLVANTS DILUANTS
Céfepime Tampon Phosphate PHg Tampon Phosphate PHg

Ceftriaxone Eau distillée Eau distillée

Céfazoline
Aztréonam Solution saturée de bicarbonate de Eau distillée
sodium

Ciprofloxacine Eau distillée Eau distillée

Fleroxacine Meéthanol + Soude Eau distillée

Pénicilline G Eau distillée Eau distillée
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RESULTATS ET COMMENTAIRES

<« Staphylococcus aureus Methi R (Tableau V, VI, VII et figure 1)

Sur la totalité des souches, la ciprofloxacine a présenté une excellente
activité bactéricide a une concentration égale a la CMI (1 mg/l), aprés un temps
de contact de 4h. Les autres antibiotiques ont été plus tolérantes que

bactéricides.

Tableau V: Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Staphylococcus aureus
M¢éthiR par différentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/1)

CMI( mg/l) 003]006]012]025]050] L1 | 2 ]| 4 | 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
Antibiotiques

Penicilline G 0(0|{0|0|J0|0O0|0O]0O|0O0O|0|2|61|10]10]|10
Aztreonam ojojojojofo0ojo0j0|0|j0|0|2|61]10]|10
Ciprofloxacine 0/|0|0]|6(10|10|10|10|10(10|10(10|10(|10]120
Fleroxacine 0/|0(0]|]O0O|0|4|8|10|10(10|10(10|10(|10]10
Ceftriaxone o(ofojojojojo0ofo0|0|j0|2|71|(10(10|10
Cefazoline o0(0j0|j0|j0|0Oj0O|0O|0O0O|0O0|8|81(10(10]|10
Céfépime o(ojo|jojojojofo|jo0ojojo0|jo0jo0|8]10

Tableau VI : CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de
Staphylococcus aureus MéthiR

1 2 4 8
Penicilline G 4 3 1
Aztreonam 6 2 1 1
Cefazoline 3 6 1
Ceftriaxone 5 3 2
Céfépime 4 6
Ciprofloxacine 2 3 5
Fleroxacine 1 2 3 4
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: CMB 99% et Cinétique de Bactéricidie des différents antibiotiques

testés sur les souches de Staphylococcus aureus MéthiR ( Effectifs cumulés de

Tableau VII

bactéricidie )
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1 Staphylococcus aureus Methi S (Tableau VIII, IX, X et Figure 2)

Toutes les souches ont été détruites a la concentration de 1mg/l supérieure

ou egale a 2 x la CMI a la CMI aprés 4h de contact par la ciprofloxacine.

Les autres antibiotiques ont eu des activités bactéricides mediocres sur les

souches avec prédominance du phénomene de tolérance.

Tableau VIII : CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de
Staphylococcus aureus MéthiS

1 2 4 8
Penicilline G 2 4 1
Aztreonam 4 4
Cefazoline 2 6
Ceftriaxone 3 3
Céfepime 1 4 3
Ciprofloxacine 1 6 1
Fleroxacine 4 2 1 1

Tableau IX : Effectifs d’inhibition des souches de Staphylococcus aureus MéthiS
par différentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/l)

CMI(mg/l) ]003 [006 |0.12 [025 |050 [T [2 |4 |8 |16 |32 |64 [128 |256 |512
Antibiotiques

PenicillineG 10 |0 [0 |0 |1 |0 [0 |0 |0 |5 |7 |8 |8 |8 |8
Aztreonam O (O [O [O[O|O |O|OIO IO |5 (6 |7 |8 |8
Ciprofloxacine ([0 [0 [5 |7 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |8 (8 (8 (8 |8
Fleroxacine (0 |0 |0 |0 |0 |12 I3 |5 |7 (8 |8 |8 |8 |8 |8
Ceftriaxone |0 |0 (0 |0 [0 |0 (O |1 [0 |0 (2 |7 |8 |8 |8
Cefazoline o (0 |0 |O |0 |[O [O O |O |3 |6 |7 |8 |8 |8
Céfépime o (0 OO |O (OO 1 |2 |2 |6 |8 |8 |8 |8
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Tableau X : CMB 99% et Cinétique de Bactéricidie des différents antibiotiques

testés sur les souches de Staphylococcus aureus MéthiS ( Effectifs cumulés de
bactéricidie )
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— Enterococcus faecalis

Sur la majorité des souches, la ciprofloxacine a présenté une bonne

activite bactéricide a une concentration inférieure a 2 x la CMI (0,5 mg/l) apres

4h de contact.

Les autres antibiotiques ont révélé des niveaux de résistances élevés chez
E. faecalis avec des CMB toxiques in vivo quel que soit le temps, cependant les

activités bactéricides intrinséques ont été bonnes avec des rapports CMB/CMI =
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1 ou 2 pour la quasi totalité des souches.

Tableau XI : Effectifs cumulés d’inhibition des souches d’Enterococcus faecalis
par diférentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/l)

(Tableau XI, XII, XII1 et figure 3)

CMI( mg/l) 003 [0.06 [012 [025 [050 |1 |2 |4 [8 [16 |32 [64 [128 [256 [512
Antibiotiques

PenicillineG [0 [0 |0 |O |O (O (O |O |O |O (O (2 |8 |9 |10
Aztreonam o (0 {O |O |O (O (O [O |O |O |O (O |O |O |10
Ciprofloxacine |0 |0 |7 |10(10 (10|10 (10|10 (10|10 (10 (10|10 (10
Fleroxacine o {0 (0 |O (O |1 |2 |12 |1 (1 |10(10|10(10]10
Ceftriaxone o (0 {O |O |O (O (O [O |O |O |O (0O |O |O |10
Cefazoline O (0 {O |O |O (O (O [O |O |O |0 (0O |0 |9 |10
Céfépime o (0 {O |O |O (O (O |O |O |O |O (O |O |O |10

Tableau XII : CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches d’Enterococcus

faecalis

1 2 4 8
Penicilline G 1 2 5 2
Aztreonam 10
Cefazoline 1 9
Ceftriaxone 10
Céféepime 10
Ciprofloxacine 2 2 6
Fleroxacine 6 3
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: CMB 99% et Cinétique de Bactéricidie des difféerents antibiotiques

testés sur les souches de Enterococcus faecalis ( Effectifs cumulés de bactéricidie )

Tableau XI11
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J Streptococcus pyogenes (Tableaux X1V, XV, XV et Figure 4)

La majorité des souches ont été détruites par la ciprofloxacine a une
concentration basse ( 0,25 mg/l) supérieure ou égale a 2 x la CMI aprées un

temps de contact de 4h.

Les céphalosporines (cefriaxone, céfépime, céfazoline) se sont montrees

assez efficaces : avec une bactéricidie totale sur les souches apres 4h de contact

a une concentration (8 mg/l) supérieure ou égale a 2 x la CMI.

La pénicilline G pour sa part est efficace sur la majorité des souches a 8

mg/l apres 4h.

Tableau XIV: Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Streptococcus
pyogenes par différentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/l)

CMI(mg/l) |003

Antibiotiques
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Tableau XV : CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de Streptococcus

pyogenes
1 2 4 8

Penicilline G 3 2

Aztreonam 2 3

Cefazoline 5

Ceftriaxone 4 1

Céféepime 4

Ciprofloxacine 4 1

Fleroxacine 4 1




128 | 256 |512

30

: CMB 99% et Cinetique de Bactéricidie des différents antibiotiques
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° Escherichia coli (Tableau XVII, XVIII, XIX et figure 5)

Presque toutes les souches ont été détruites par la ciprofloxacine a des

concentrations supérieures ou égales a 2 x la CMI apres 4h.

Les céphalosporines ont été actives mais a des concentrations plus

élevées, avec une destruction de la majorité des souches a une concentration = a
la CMI (8mg/l) apres 4h de contact ;

I'aztréonam a accusé beaucoup plus de tolérances que de bacteéricidies.

Tableau XVII : Effectifs cumulés d’inhibition des souches d’Escherichia coli
par différentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/l)
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: CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches d’Escherichia
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Tableau XIX : CMB 99% et Cinétique de Bactéricidie des différents antibiotiques
testés sur les souches d’Escherichia coli ( Effectifs cumulés de bactéricidie )
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+ Klebsiella pneumoniae (Tableau XX, XXI, XXII et figure 6)

La quasi totalité des souches ont été détruites par la ciprofloxacine a des

concentrations supérieures ou égales a 2 x la CMI apres 4h de contact.

6 souches sur 10 ont été detruites par la ceftriaxone a une concentration

atoxique in vivo (8mg/l) et égale a la CMI apres 4h.

Avec l'aztreonam et la céfépime : c’est le phénoméne de tolérance qui

domine.

Tableau XX : Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Klebsiella
pneumoniae par différentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/1)

CMI(mg/l) | 003 [006]012[025]050] 1 | 2 | 4 | 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
Antibiotiques

Aztreonam O (0 |0 |1 |2 |2 |6 |6 |7 |8 |8 |8 [8 8 |10
Ciprofloxacine |3 (5 (7 (1010|210 (10 |10 ({10 (101010 (10 (10 |10
Fleroxacine O (0 {O |O |O (O (9 |[10|10|10|10 (10101010
Ceftriaxone O (0 |0 |O |1 |2 (4 (4 |6 |7 |8 |9 (9 (10|10
Céfépime O [0 |0 |O |0 |2 (3 (4 |4 |6 |7 |7 (9 (10|10

Tableau XXI : CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de
Klebsiella pneumoniae

1 2 4 8
Aztreonam 8 2
Ceftriaxone 6 4
Céfépime 9 1
Ciprofloxacine 9 1
Fleroxacine 10
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: CMB 99% et Cinétique de Bactéricidie des différents antibiotiques

testés sur les souches de Klebsiella pneumoniae (Effectifs cumulés de bactéricidie)

Tableau XXI1
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" Pseudomonas aeruginosa (Tableau XX, XXV, XXV et

figure 7)

La ciprofloxacine présente une activité bactéricide efficace sur 3 souches
avec des CMB et CMI proches apres un temps de contact court (2h). Les autres

antibiotiques ont été plus tolérantes que Bactéricides.

Tableau XXII1 : Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Pseudomonas
aeruginosa par différentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/1)

CMI( mg/l) 0.030.06 |012]025]050] 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
Antibiotiques
Aztreonam 0 |0 [0 |jO (1 |1 (2 |2 (3 |5 |6 |7 (8 |8 |8
Ciprofloxacine 1 (/1 12 |2 |3 |3 |4 |4 |5 |5 |6 |8 |8 [8 |8
Fleroxacine o |0 (0O (O ]2 (1 |1 (4|5 (8 |8 |8 |8 |8
Ceftriaxone 0O |0 |0 |1 (1 ]2 (2 |2 (4|5 |6 |8 (8 |8 |8
Céfepime 0O |0 [0 |jO (0O |1 (2 |2 |6 |7 |8 |8 (8 |8 |8

Tableau XXIV: CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de
Pseudomonas aeruginosa

1 2 4 8 16
Aztreonam 2 3 1
Ceftriaxone 1 7
Céfépime 1 4 1 1
Ciprofloxacine 4 3
Fleroxacine 7 1
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Tableau XXV : CMB 99% et Cinétique de Bactéricidie des différents antibiotiques
testés sur les souches de Pseudomonas aeruginosa (Effectifs cumulés de

bactéricidie)
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> Proteus mirabilis et P. vulgaris (Tableaux XXVI, XXVII, XXVIII et

figure8)

Tous les antibiotiques ont été efficaces sur la totalité des souches avec des

CMB et CMI tres rapprochées et basses, apres seulement 1h de contact.

Tableau XXVI: Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Proteus mirabilis
par différentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/l)

CMI( mg/l) 003 [006 |0.12 [0.25 050 |1 |2 |4 |8 [16 |32 |64 |128 |256 |512
Antibiotiques

Aztreonam O (0 {0 |3 |7 (9 (10|10|10|10|10 (101010110
Ciprofloxacine |6 |9 (9 |9 |10(10 |10 (10 {10 |10|10|10 (10 (10|10
Fleroxacine 114 (4 |5 |7 |9 |10(10({10|10|10|10 (10 (10|10
Ceftriaxone o (0 {2 |7 |8 (8 (10(10(10|10|10 (101010110
Céfépime O (0 {0 |3 |5 (8 (10(10(10|10|10 (101010110

Tableau XXVII : CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de Proteus

mirabilis

H

Aztreonam

Ceftriaxone

Céfépime

Ciprofloxacine

Fleroxacine

HIOIN|ININ

O |0Wlw
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Tableau XXVIII : CMB 99% et Cinétique de Bacteéricidie des différents
antibiotiques testes sur les souches de Proteus mirabilis ( Effectifs cumulés de

bactéricidie )

Tamys ] 003 | 0.06 |0.12 [0.25 [050 [T ]2 |4 |8 |16 |32 |64 |128 |256 |512
CMB(mg/l) | heures
1 |0 [0 |0 |2 |7 |8 |10
2 |0 [0 [0 |2 |9 |10
Aztreonam 4 10 |0 |0 |7 (9 |10
6 (0 |0 (1 |9 |10
24 10 [0 (0 |3 |5 ]9 |9 |10
1 (1 (2 |7 |10
2 |1 (1 (7 |10
Ciprofloxacine 4 (1 |1 |9 |10
6 (4 [5 (9 |10
24 |15 (8 (8 |8 |9 |9 |9 |10
1 (0 (0 |0 |2 |3 |3 (3 |9 |9 |10
2 |0 [0 (0 |2 |3 |3 |5 (9 (9 (10
Fleroxacine 4 10 |0 |2 {3 (4 |5 19 |9 |9 |10
6 (3 (3 (4 |5 1|6 |7 |9 |10
24 3 (4 |5 1|5 |6 (8 |9 |10
1 (0 (0 |0 |2 |7 |9 (9 (9 |9 |10
2 |0 [0 (O |6 |8 |9 |9 [9 (9 |10
Ceftriaxone 4 (0 [0 |0 |7 |8 (9 (9 |9 |9 |10
6 (0 (0O (1 |9 |9 |9 |9 [9 (10
24 |10 [0 (0 |6 |8 |8 |8 |10
1 (0 (0 |0 |1 |5 |10
2 |0 (0 (O |1 |4 |10
Céfépime 4 |10 |0 |0 |2 (4 (9 |10
6 (0 |0 [0 |4 [6 |10
24 |10 (0 (O |1 |4 |7 |8 |10
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x Enterobacter cloacae (Tableaux XXX, XXXI, XXXII et figure 9)

Sur la quasi totalité des souches, la ciprofloxacine a présenté une activite
bactéricide a des concentrations supérieures ou égales a 2 x la CMI apres
seulement 2h de contact.

Les autres antibiotiques ont été plus tolérantes que bactéricides.

Tableau XXX : Effectifs cumulés d’inhibition des souches d Enterobacter cloacae
par différentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/l)

CMI( mg/l) 003 [0.06 [0.12 [025 [050 [1  [2 [4 [8 |16 [32 [64 [128 [256 |512
Antibiotigues

Aztreonam o (0 |0 O |0 |1 (1 (12 |2 |1 |1 |1 (1 (2 |10
Ciprofloxacine |1 |2 |6 |8 (10|10 (10|10 (1010|1010 |10 (10|10
Fleroxacine 0O |0 {0 |1 (3 |5 (6 |6 (6 |8 [10]10(10|10 (10
Ceftriaxone 0O |0 {0 |O (O |O |1 |2 |6 |10(10|10(10|10 (10
Cefeépime 0O |0 {0 |jO (0 |1 (2 |2 |3 |9 [(10]10(10|10 (10

Tableau XXXI : CMB/CMI des antibiotiques testes sur les souches
d’Enterobacter cloacae

1 2 4 8
Aztreonam 10
Ceftriaxone 1 9
Céfépime 4 6
Ciprofloxacine 4 5 1
Fleroxacine 4 6
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: CMB 99% et Cinétique de Bactéricidie des différents

antibiotiques testés sur les souches d’Enterobacter cloacae ( Effectifs cumulés de

Tableau XXXII

bactéricidie )
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oc Salmonella spp (Tableaux XXXIH, XXXIV, XXXV et figure 10)

La ciprofloxacine a été tres efficace avec des CMB et CMI similaires et

tres basses (0,25mg/l) et avec un temps de lyse trés court sur toutes les souches.

Les autres antibiotiques ont été plus tolérantes que bactéricides avec des CMB

éloignees des CMI.

Tableau XXXII1 : Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Salmonella spp
par différentes concentrations d’antibiotiques ( en mg/1)

CMI( mg/l) 003 [0.06 [0.12 [025 [050 [1  [2 [4 [8 |16 [32 [64 [128 [256 |512
Antibiotiques

Aztreonam 0O |0 [0 |4 (414 (4 1|4 (4|5 |5 1|5 (5 |5 (10
Ciprofloxacine |4 |6 |7 |10 (10|10 (10|10 (1010|1010 |10 (10|10
Fleroxacine 4 (4 (4 |4 |4 |4 |4 (7 (1010|1010 (10 (10 |10
Ceftriaxone 0O |0 [0 |4 (4 14 |5 |5 |5 |5 |5 |7 [10]10 (10
Céfépime 0O |0 [0 |4 (4|5 |5 1|5 |5 |5 |5 |5 [10]10(10

Tableau XXXIV : CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de

Salmonella spp

1 2 4 8
Aztreonam 9 1
Ceftriaxone 5 5
Céfépime 5 4 1
Ciprofloxacine 9 1
Fleroxacine 7 3
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bactéricidie )

antibiotiques testés sur les souches de Salmonella spp ( Effectifs cumulés de

Tableau XXXV : CMB 99% et Cinétique de Bactéricidie des différents
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DISCUSSION

| - ACTIVITE BACTERICIDE IN VITRO DES ANTIBIOTIQUES
TESTES

1.1 Activité bactéricide in vitro des Bétalactamines

I -1-1 Lescocci Gram positif

L'activité des Béta lactamines a été laborieuse sur les souches de

staphylocoques (Methi R et Methi S), mais aussi sur les souches d’entérocoques.

Dans notre ¢tude toutes les souches d’entérocoques ont été détruites a des

concentrations supérieures ou egales a 32 mg/l par les Béta lactamines.

En ce qui concerne la ceftriaxone un résultat presque analogue au nétre a
été obtenu dans une étude realisée au laboratoire de bactériologie de I'HALD par

Kasse (26), en effet 88% des souches ont été résistantes.

Dans la littérature, également beaucoup d’auteurs se sont plaints de cette
résistance, ainsi DEFORGES (15) fait état d’une inefficacité de 8
céphalosporines de 3¢ génération avec des CMI supeérieures ou égales a 32 mg/I
la résistance systématique des entérocoques a toutes les céphalosporines a déja

été constaté (10).

L'idée d’une résistance naturelle des entérocoques pour les

cephalosporines a été émise (35).

On peut expliquer la résistance des entérocoques par :



- L’existence d’une plasmide transférable qui code la Béta lactamase de
résistance (38, 58).

- Elle peut étre due a une modification de la protéine de liaison a la
pénicilline S et 5° (PLP 5 et 57) (27).

- Elle peut aussi étre d’origine chromosomique

Comparées aux souches de E. faecalis, celles de SARM ont montré le
méme niveau de résistance pour les béta lactamines, avec une destruction des
souches par toutes les béta lactamines du test, a des concentrations supérieures

ou égales a 32 mg/I.

En ce qui concerne la ceftriaxone, des résultats similaires ont été obtenus

avec d’autres travaux (8,29 )

Ndoye I. (35) avait aussi trouvé 60% de résistance a la ceftriaxone chez
les SARM lors de son étude au laboratoire de bacteriologie a 'HALD, dans ce
méme Laboratoire, SEYE K. (45) avait révélé que 40% de souches sensibles a
des CMI < 4 mg/l.

De tels réesultats étaient prévisibles pour les Béta lactamines. En effet la
méthicillino-résistance est croisée avec toutes les autres Béta lactamines, en
outre la majorité des cas les S.A.R..M sont producteurs de penicillinases (21), et

sieglide (47) a émis I'nypothése d’une résistance d’origine plasmidique.

Sur les S.A.M.S., les Béta lactamines ont été passablement efficaces dans
le temps avec des résultats décevants pour la ceftriaxone, avec lequel on

s’attendait a des valeurs de CMI comprises entre 2 et 8 mg/l comme l'avait

précisé SOUSSY (49)



S’agissant de Streptococcus pyogenes, l'efficacité de la pénicilline G sur
ses souches, relatée dans la littérature (17, 18, 53) a été obtenue dans notre
étude, avec des CMB et CMI plus élevées (8 mg/l) mais proches, sur la majorité

des souches mais seulement aprés un temps de contact de 4h .

Cependant des résistances existent, mais faibles, en effet B4 S. (5) a
trouvé 7,7% de résistance en 1995 lors de son étude a I'HALD en 1995.

1.1.2 Les Bacilles Gram négatif.

Les Béta lactamines se sont révélées assez efficaces sur la Bacilles Gram négatif
in vitro, cependant les germes de [I'hospitalisme infectieux (K.E.S) et

Pseudomonas aeruginosa ont été en marge de cette efficacite.

La ceftriaxone pour sa part a eu une bonne activité bactéricide dans notre
étude, avec une excellente répartition des rapports CMB/CMI compris entre 1 et

2 dans la majorité des cas. Plusieurs études font état de son spectre d’activité

(12, 15, 16, 24, 30, 35, 44, 45)

Par opposition aux céphalosporines de 1°¢ et 2°M™ génération, la
ceftriaxone (céphaslosporine de 3™ génération) est plus active sur les bacilles
Gram négatif et résistent mieux aux cépholosporinases. Dans notre étude, son
activité varie en fonction des entérobactéries ce qui est conforme a la littérature
(32, 34, 45).
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Les résistances observées chez Pseudomanas aeruginosa et chez les
entérobactéries du groupe K.E.S (Klebsiella, Enterobacter, Salmonella) ont été

décrite par les autres auteurs (2, 46, 52, 55).

La littérature fait état d’une activité bactéricide moindre par oppositions
aux autres céphalosporines de 3™ génération comme la cefsulodine, la
ceftazidine ou la cefoperazone (4, 18, 45, 48, 50). La résistance de Ps.

aeruginosa est naturelle.

Klebsiella pneumoniae quant a celle était au départ sensible (54), sa

résistance pour les Béta lactamines est :

¢ Soit de nature chromosomique, la mécanisme dans ce cas est lié

*a une hydrolyse enzymatique de I'ATB
* & une baisse de la perméabilité de la paroi
* a une modification de la structure de la paroi

ces mécanismes aboutissant a des mutants hyper résistants

¢ Soit de nature extrachromosomique impliguant des plasmides R, dont le port
est fréquent chez les klebsielles de I'hospitalisme infectieux, ces plasmides R
sont transférables et determinent la resistance a plusieurs antibiotiques y

compris la gentamycine.

¢ Soit une résistance mixte impliquant 2 mécanismes :

e résistance par mutation

e reésistance plasmidique
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La cefepime présente une activité comparable a celle de la ceftriaxone, en
effet les valeurs de CMB obtenues dans notre étude sont superposables, avec
une bonne répartition du rapport CMB/CMI et dans la majorité des cas ce
rapport est compris entre 1 et 2.

Chez Pseudomonas aeruginosa, le méme niveau de resistance avec la

ceftriaxone a été révélé.

L'activité bactéricide de l'aztréonam sur les bacilles Gram négatif a été
moindre par rapport aux céphalosporines. D’aprés la littérature le spectre
d’activité de l'aztréonam se limite aux bacilles Gram négatif y compris

Pseudomonas aeruginosa (44),

Seuls les Proteus ont été pour la majorité des cas détruites a des

concentrations atoxiques in vivo et proches des CMI sur une courte période.

Nos résultats pour les autres bacilles Gram négatif testées sont contraires a
ceux de SY K. (51) dont I'etude a I'HALD a révelé une bonne activité de
I'aztreonam sur Escherichia coli, Proteus, Klebsiella pneumoniae, Salmonelles,

Pseudomonas aeruginosa, seules les souches d’Enterobacter ont été résistantes.

1.2 Activité Bactéricide in vitro des Quinolones.

De tous les antibiotiques testés, la ciprofloxacine a été de loin le plus
efficace in vitro, cette activité supérieure a été constatée aussi bien chez les
cocci Gram positif que chez les bacilles Gram négatif a I'exception de
Pseudomonas aeruginosa Il y a eu peu de différences entre CMB et CMI, ce qui
confirme I'étude de WOLF (56) avec des rapports CMB/CMI le plus souvent

égal a 1.
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1.2.1 Les cocci Gram positif

Toutes les souches de cocci Gram positif ont été neutralisées par la
ciprofloxacine a des concentrations inférieures ou égales a 1mg/l. Aucune
résistance n’a été enregistrée avec la ciprofloxacine . Son efficacité sur les
S.A.R.M et sur les SAMS dans notre étude est en accord avec ceux de differents
auteurs (35, 45, 51).

Une étude récente montre 100% de résistance chez 40 isolats de S.A.R.M
(42), une autre montre une modification de certaines caracteres comme un test
de I'ADN-ase négatif ou faible, une coagulase négatif sur lame chez certaines
souches de S.A.R.M. résistants a la ciprofloxacine et a d’autres antibiotiques
(40).

Toutes les souches d’Enterococcus faecalis ont eté détruites a 0,5 mg/l ,
les souches de Streptococcus pyogenes ont été les plus sensibles avec une

bactéricidie totale a 0,25 mg/l apres 24h.

La fléroxacine a été moins efficace, on a noté des résistances chez
Enterococcus faecalis, les S.A.M.S et les S.A.R.M ont révélé des intermédiaires,

seules les streptocoques du groupe A ont été totalement sensibles.

Des résistances aux quinolones ont été relatées dans la littérature (1, 3,6)
et ces résistances chez les cocci Gram positif concernant surtout : Enterococcus

faecalis et les staphylocoques
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| - 2 -2 Les Bacilles Gram négatif

Aucune résistance n’a ¢ét€¢ décelé avec la ciprofloxacine chez les
entérobactéries avec le plus souvent une destruction totale des souches a moins
de 1 mg/l, cependant chez Pseudomonas aeruginosa 5 souches ont été

résistantes.

La rapidité de I'effet bactéricide a été observée chez toutes les souches de
Bacilles Gram négatif, méme chez Pseudomonas aeruginosa, avec une

destruction quasi totale apres 4 heures.

Pour ce qui est de l'activité Bactéricide intrinséque, le profil est le méme
pour tous les antibiotiques testés, beaucoup de publications témoignent de cette
efficacité sur les enterobactéries (19, 20, 28, 31, 39, 41).

L’émergence de mutants résistants (5 cas de résistance chez Pseudomonas

aeruginosa dans notre étude) pose des problémes.

Les résistances s’expliquent par deux mécanismes :

m Un premier mécanisme de résistance d a des mutations ponctuelles au
niveau des sous-unités A et B (plus rarement) de I'ADN gyrase qui est
la cible des fluoroquinolones (agissent par inhibition de cette derniere)

(33,57),.Ce mécanisme est d’origine chromosonique.

m Un second mécanisme avec une baisse quantitative des porines

entrainant une baisse de la pénétration des fluoroquinolones a l'intérieur
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des bactéries. Ce mécanisme est probablement associé a un efflux actif

des fluoroquinolones, chez les Bacilles Gram négatif. (13, 22).

Il ressort de notre étude une excellente activité in vitro de la
ciprofloxacine ; cependant le risque de seélection de mutants résistants tres élevé
avec les quinolones et difficile a maitriser, en outre la complexité du terrain in
vivo en particulier le cas d’infections séveéres comme les endocardites, les
osteomyelites ; le terrain d’immunodépression ou d’infection mixtes font que la

recherche d’associations a synergie bactéricide soit nécessaire.



CONCLUSION

Au cours de certaines infections séveres comme les endocardites ou les
osteomyelites ou encore chez les immunodeprimés, un traitement

rigoureusement bactéricide s’impose.

Les molécules bactéricides disponibles en thérapeutique sont nombreuses,
cependant leur efficacite se trouve ébranlée au fur et a mesure de leur utilisation

par l'apparition de résistances bactériennes.

Pour démontrer progressivement leur efficacité et constituer une
documentation utile pour la prescription empirique, des investigations

fréquentes s’averent nécessaires.

Ainsi, notre étude apporte une contribution a ce probléme, en testant in
vitro l'activité bactériostatique et bactéricide de sept antibiotiques : cing béta
lactamines (Pénicilline G, céfazoline, ceftriaxone, céfépime, aztreonam) et deux

quinolones (ciprofloxacine et fléroxacine).

La methode utilisée est celle de la microdilution sur microplaque.

Au total 90 souches ont éete testées, des cocci Gram positif (33) aux
bacilles Gram négatif (57). Ces souches bactériennes multirésistantes ont été

isolées dans divers hopitaux de Dakar et se répartissent comme suit :

m 9 Escherichia coli
m 10 Klebsiella pneumoniae
m 8 Pseudomonas aeruginosa

m 10 Proteus mirabilis et P. vulgaris
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m 10 Enterobacter cloacae

m 10 Salmonella spp

m 10 Staphylococcus aureus Methi R
m 8 Staphylococcus aureus Methi S
m 10 Enterococcus faecalis

m 5 Streptococcus pyogenes

La détermination de la bactéricidie des antibiotiques a été suivie en
fonction du temps. La pénicilline G et la céfazoline n’ont été testées que sur les

cocci Gram positif.

S’agissant des Béta lactamines

Il ressort de notre étude une mauvaise activité des Béta lactamines sur les
cocci Gram positif testés ; a I'exception des souches de Streptococcus pyogenes
qui se sont montrees assez sensibles a presque tous les Béta lactamines du test

avec des CMB assez proches des CMI et avec des délais de lyse courts.

Chez les Bacilles Gram négatif les souches de Pseudomonas aeruginosa
et celles d’Enterobacter cloacae ont été les moins sensibles aux Béta lactamines.
Chez la plupart des entérobactéries, les Béta lactamines accusent beaucoup plus
des phénomenes de tolérances que de bactéricidies. Seules les souches de
Proteus ont été détruites a des CMB trés basses et voisines des CMI apreés

seulement 1h de contact.

S’agissant des quinolones :

La ciprofloxacine a été indiscutablement le plus efficace in vitro. Cette

efficacité a eté observée aussi bien chez les cocci Gram positif que chez les



bacilles Gram neégatif avec des CMB trés basses atoxiques in vivo, comprises

entre 0,25 et 1 mg/l supérieures ou égales a 2 x a la CMI.

Seuls 5 cas de résistance ont été enregistrées avec Pseudomonas
aeruginosa . Si la ciprofloxacine a été tres efficace, le score de la fléroxacine a
été passable chez certaines souches, avec des taux de bactéricidie importants a

des concentrations toxiques in vivo.

A l'issue de notre étude, des problemes se posent :

m la monothérapie et le risque de sélection de mutants résistants.
m l'augmentation de la résistance chez des espéces au départ
sensibles

m la relation colt-efficacité et pouvoir d’achat.

C’est pourquoi :

e Les associations a synergie bactéricide seront préférées a la

monothérapie pour minimiser I’apparition de résistance.

 Les politiques du médicament doivent tenir compte que chez les
sujets a risque l'administration de [Il'antibiotique le plus
performant est une priorité et doivent ainsi rendre accessible ces

produits a tous.

VOV
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