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RESUME

L’antibiogramme par diffusion dont les régles d’exécution ont été codifiées par I’OMS,
est trés employé en pathologie médicale. Afin de controler la validité des résultats obtenus
lorsqu’il est pratiqué a des concentrations d’inoculum inférieures ou supérieur au 0,5 McFarland,
des séries d’épreuves ont été effectuées simultanément a 0,4 jusqu’a 4 degré de McFarland et la
lecture est reéalisée aprés 24 d’incubation. Les souches bactériennes et les antibiotiques testés
avaient eté prealablement choisie. Les moyennes des diameétres d’inhibition démunies de 0,5 a 6
mm en fonction de la valeur de McFarland sauf avec 1’antibiotique aztréonam la diminution était
de 12 mm obtenu avec Pseudomonas aeruginosa. Malgré cette diminution le résultat de
I’interprétation des antibiogrammes ne change pas, et donc 1’antibiogramme reste efficace méme
si est réalisé avec un inoculum de 0,4 jusqu’a 4 degré de McFarland, le résultat est toujours

interprétative avec tous les antibiotiques testés et avec les trois souches bactériennes.

Ensuite, nous avons réaliser une analyse statistique sur une série de trois réplicas
analytiques. Les résultats obtenus indic qu’il y a une linéarité négative, fortement corréler,
significative statistiquement (le test student), reliant le diameétre de la zone d’inhibition et le
McFarland, ce qui ne permet de prédire le diamétre de la zones d’inhibition en fonction de
McFarland tout en utilisons le modéle linéaire obtenu avec chaque antibiotique nous constatons
que D’interprétation de 1’antibiogramme reste la méme si 1’antibiogramme est réalisé par un
inoculum vachement concentrer avec tous les antibiotique utilisé. Notre étude détermine
exactement ’intervalle de McFarland ou I’interprétation de 1’antibiogramme ne se change pas.
Ce qui nous permer d’avoir une lecture interprétative, soit pour les condition de travaille

d’urgence ou méme pour les analyses courantes.

Mots clés : Inoculum, zone d’inhibition, antibiogramme, bactérie.
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Introduction

INTRODUCTION GENERALE

L’antibiogramme est I’un des tests médicaux important, réalisé quotidiennement au
laboratoire médical, apporte une aide tres importante au médecin pour choisir l'antibiotique a
prescrire, lorsqu'une bactérie pathogene est identifiée dans un prélevement bactériologique,
celui-ci consiste a tester un panel d'antibiotiques vis a vis de la bactérie isolée. 1l permettra ainsi
de définir, 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 (I'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 contrlés. La standardisation est régie par des documents

émanant de I'0.M.S. et des divers comités nationaux (pour 1’ Algérie, ¢’est I’institue pasteur).

Parmi les principales recommandations influant sur le résultat de 1’antibiogramme la
densité de I'inoculum bactérien est un élément primordial et elle doit étre ajustée a I'aide d'un
spectrophotomeétre ou par comparaison avec un étalon d'opacité (la suspension bactérienne est

standardisée a 1’aide du témoin 0,5 degré McFarland).

Les recommandations de I'0.M.S. et TEUCAST ne répond certainement pas a certaines
situations d’urgence, c’est pour Ca n’excluent pas la possibilité de réalisation d’un
antibiogramme direct sur la primo-culture sans repiquage pour les préléevements (LCR,
Hémoculture, etc.) réalisés dans des situations d’urgence (CASFM, 2017), mais la probléme qui
se pose dans ces condition critique et méme dans des conditions de travaille normal (au on
détermine la consontration de I'inoculum bactérien par comparaison a 1’oeil nu la turbidité de la
suspension bactérienne a celle de I’étalon 0,5 de la gamme de McFarland) c’est le suivant :
quelle est I’effet de la concentration de 1’inoculum sur la zone d’inhibition d’un antibiogramme,
car un antibiogramme realisé de maniére non standardisée est dépourvu de sens, et donc le
résultat est non interprétative, qui nous amene a 1’cheque de D’antibiothérapie et aussi a
I’hyperconsommation des antibiotique qui conduit a la résistance des bactéries aux antibiotiques.
Ce dernier phenomeéne influe sur la qualité de vie des patients et la santé publique d’une fagon
général, car au cours de ces derniéres décennies, le monde de la santé a été marqué par une

augmentation inquiétante du nombre de bactéries pathogenes multirésistantes aux antibiotiques
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et par I’émergence de nouveaux agents pathogénes en particulier, encore plus dans les pays en
voie de développement (Boughachiche et al., 2005). Ceci a mené parfois a un blocage
thérapeutique (Katsumi et al., 2003; Sekhsokh et al., 2008) des traitements des infections
respiratoires, digestives et urinaires, et des infections de la peau et des tissus mous, ainsi que de

certaines maladies sexuellement transmissibles et des méningites (O.M.S., 2003).

La dissémination des bactéries multirésistantes présente une nouvelle menace grave qui
met en cause la validité de I’arsenal antibiotique actuellement disponible (Mkaouar et al., 2008).
Actuellement, plusieurs stratégies dans le monde ont été entreprises, dont celles qui reposent sur

la recherche systématique de nouveaux antibiotiques naturels a partir d’organismes (Yang,

2008).

Le but de ce travail est de vérifier I’effet de la concentration de I’inoculum sur la zone
d’inhibition de trois bactéries testées, a savoir Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus. Cette veérification permet d'ajuster la densité de I'inoculum, et de choisir

judicieusement les concentrations a tester et de pratiquer une lecture correcte et interprétative.

La premiére partie de ce manuscrit est consacrée a une présentation bibliographique,
d’une part, sur la classification des antibiotiques, leur spectre et leur mode d’action, les
microorganismes producteurs d’antibiotiques, le phénoméene de résistance aux antibiotiques et

les microorganismes résistants.

La seconde partie est consacrée a la présentation du matériel et des méthodes utilisés et

la troisiéme partie, aux résultats obtenus et a leurs discussions.

-
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.- ANTIBIOTIQUES
1. Généralites

Les grands progrés réalisés dans le domaine de la chimiothérapie anti-infectieuse, depuis
I’age de la pénicilline jusqu’a celui des céphalosporines et des nouvelles quinolones, permet
actuellement aux médecins de lutter d’une facon efficace contre la majorité des agents infectieux. A
I’heure actuelle, plusieurs antibiotiques sont connus, mais leur utilisation croissante tend a entrainer
des cas de résistance parfois alarmants, ce qui a exigé la poursuite des recherches dans ce domaine.
De nos jours, des milliers d’antibiotiques sont découverts, dont seulement 2% sont utilisés dans les
domaines médical, vétérinaire, agro-alimentaire et agricole (Thiele-Bruhn, 2003).
2.- Classification des antibiotiques

Les antibiotiques constituent un groupe hétérogene de molécules biologiquement actives
présentant différentes structures chimiques. Ils peuvent étre classés selon plusieurs criteres: la
structure chimique, le mécanisme d’action, 1’origine ou le spectre d’action (Berdy et al., 1987;
Bycroft, 1988; Yala et al., 2001).

2.1.- Classification selon la structure chimique

En raison de leur structure chimique souvent complexe et de nature trés variée, plusieurs
classifications sont possibles pour les antibiotiques. Berdy et al. (1987) proposérent un systéme de
classification qui regroupe tous les antibiotiques. Ce systeme, est généralement le plus utilisé, fait
apparaitre neuf grandes familles chimiques présentées dans le Tableau 1.

-
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Tableau 1. Classification des antibiotiques selon leur structure chimique (Berdy et al., 1987).

Familles d’antibiotiques Sous-familles Exemples
Glucides purs Nojirimycine.

1 Antibiot_iques contenant | Aminoglycosides Streptomycine, gentamicine,
des glucides et kanamycine.
apparentés G-Glycosides et N-glycosides | Vancomycine, streptothricine.

Glycolipides Moenomycine.
Macrolides Spiramycine, érythromycine.

5 Lactones Polyénes Amphotéricine, nystatine, candicidine.
macrocycliques Macrotétrolides Tetranactine, nonactine.

Macrolactames Rifamycine.
Polycycliques accolés | —, .

3 | Quinones et linéairement Tétracyclines.

antibiotiques apparentés | Dérivés naphtoquinoniques Anthracyclines.
Dérivés benzoquinoniques Mitomycine.
Dérivés d’acides aminés Cyclosérine, pénicilline, nocardicine.

4 . . Homopeptides Bacitracine, cyclosporine.
Acides aminés — Pep . —_ yclosp
et peptides Hetero_peptldes Acu_leacme_.

Peptolides Valinomycine.

5 | Antibiotiques Hétérocycles non accolés Caerulomycine, mildiomycine.
heterocycllque’s Hétérocycles accolés Phénazines, herbicidine.
contenant de I’azote

6 | Antibiotiques
hétérocycliques contenant] Polyéthers Monensine, nigéricine.
de Poxygéne

f e Dérivés du cycloalcane Cycloheximide.
7 | Composés alicycliques \ - -
Terpenes Acide marasmique.
Dérivés benzéniques Chloramphénicol.
Antibiotiques Aromatiques accolés Griséofulvine.
8 | aromatiques Composés non benzéniques Fusariocine.
Dérivés des alcanes Elaiomycine.

o Antibiotiques Dérivés d’acides carboxyliques | Cérulénine.

aliphatiques Composés  contenant  du .
Fosfomycine.
phosphore ou du soufre

2.2.- Autres classifications

Les autres types de classifications sont utilisés surtout en médecine, 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 ¢lectrique.

2.2.1.- Classification d’apreés le spectre d’action

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

dans le Tableau 2.

W
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Tableau 2. Classification des quelques antibiotiques selon leur spectre d’action.

Sptlag';gz tres Spectre large | Spectre moyen Spectre étroit ou tres étroit
Vancomycine: contre les bactéries (G
Tétracyclines, Streptomycine Pgmcﬂlmg ). Polymyxines: contre les bactéries
" ) . Lincomycine (G -).
Chloramphénicol | Rifampicine S . s
Céphalosporines | Fosfomycine NOVObIOCIne' Nystatlng, ' amphoteéricine B,
Erythromycine cycloheximide: contre les
champignons.

2.2.2.- Classification d’apreés 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.

2.2.3.- Classification d’apres leur origine.

Les antibiotiques sont sécrétés par divers organismes vivants (bactéries, champignons,
algues, etc.), mais peuvent également étre produits par des microorganismes hybrides (clonage de
genes), par hémisynthése, ou par synthése chimique:

- bacitracine et polymixines par des bactéries non mycéliennes.

- pénicillines, céphalosporines et griséofulvine par des champignons.

- actinobactéries (actinomycetes): la majorité des antibiotiques, sécrétés surtout par le genre
Streptomyces.

Plusieurs molécules actives peuvent étre produites par une méme souche de microorganisme
et inversement des souches appartenant a des especes différentes peuvent produire le méme
antibiotique. D’autres molécules actives, comme par exemples les huiles essentielles, sont

également obtenues des plantes.

-
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2.2.4.- Classification d’aprés leur mode d’action
Il existe généralement quatre niveaux cibles dans la cellule microbienne:
- Les antibiotiques inhibant la synthese de la paroi bactérienne.
- Les antibiotiques actifs sur la membrane plasmique. Les polyenes antifongiques agissent sur la
membrane plasmique des cellules eucaryotes par complexation avec les stérols.
- Les antibiotiques actifs sur les acides nucléiques.
- Les antibiotiques actifs sur la synthese protéique.
Les exemples de ces antibiotiques sont cités ci-dessous (tableau 3).

2.2.5.- 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)

3.- Mode d’action des antibiotiques

Le mode d’action d’un antibiotique est en relation avec sa structure chimique. En général, a
chaque classe d’antibiotique est associé un site d’action dans la cellule microbienne. Ce site peut
étre la paroi cellulaire, la membrane plasmique, les ribosomes ou les composants génétiques. Le
tableau 3, résume les principales familles d’antibiotiques et leurs cibles et spectre d’action.

Tableau 3. Principales familles d’antibiotiques et cibles cellulaires.

Antibiotiques inhibant

Antibiotiques altérant

Antibiotiques inhibant

Antibiotiques inhibant

la synthése de la paroi | la membrane | la synthése protéique | la synthese des acides
plasmique nucléiques

[-lactamines, Polymyxines, Macrolides, Rifampicine

glycopeptides, tyrothricine, polyenes. | tétracyclines,

fosfomycine. aminosides,

chloramphénicol.

4.- Microorganismes producteurs d’antibiotiques

4.1.- Bactéries non mycéliennes et les champignons

Les bactéries non mycéliennes produisent environ 13% des antibiotiques d’origine
microbienne, dont 8% sont sécrétés par les Bacillaceae, 2,3% par les Pseudomonadaceae et 2,7%
par d’autres bactéries appartenant a des genres trés divers tels que Micrococcus, Chromobacterium,
Proteus, etc. (Breton et al., 1989).

Parmi les champignons producteurs, nous citerons les genres Aspergillus, Fusarium,

Penicillium, Trichoderma et Coleophoma (champignons imparfaits, ascomycétes) et aussi certains

-
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basidiomycétes et zygomycétes (Laskin et Lechevalier, 1984; Barrett, 2002). Les antibiotiques
sécrétés les plus connus sont la pénicilline, la céphalosporine, I’acide fusidique et la griséofulvine.
En fait, le nombre d’antibiotiques commercialisés d’origine fongique est faible, les plus

importants étant les B-lactamines (pénicillines et céphalosporines).

4.2.- Actinobactéries

Les actinobactéries constituent la principale source d’antibiotiques, avec pres de 64% des
molécules d’origine microbienne (Lazzarini et al., 2000; Watve et al., 2001). Les Streptomyces sont
a l'origine de la majorité avec plus de 50% du total des antibiotiques connus et pres de 80% de ceux
sécrétés par les actinomycetes. Environ 10% des antibiotiques sont produits par les souches de
Micromonospora et de Nocardia, tandis que les 10% restants le sont par les autres genres rares:
Actinomadura,  Actinoplanes, Streptosporangium, Saccharopolyspora, Nocardiopsis,
Saccharothrix, etc. (Breton et al., 1989). Parmi les molécules élaborées par les actinomycétes, seuls
20% sont des antifongiques, les 80% restantes ont des activités biologiques diverses:
antibactériennes (surtout), antivirales, antitumorales, antiprotozoaires, insecticides, etc. (Sanglier et
al., 1993).

5.- Phénomene de résistance aux antibiotiques

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par plusieurs mécanismes. Quelques espéces
bactériennes sont résistantes d’une maniére naturelle, 4 une ou plusieurs classes d’antibiotiques
(Tenover, 2006). La résistance bactérienne aux antibiotiques se caractérise par son caractére naturel
ou acquis (Yala et al., 2001). En général, cette résistance aux antibiotiques se manifeste selon trois
modalités (figure 1):

Geresde
résistance
=}
3;5““2 md_ang ST ey ey .-
I'antibiotique \ N —-
Axtibioticue \ - AR
- —~ 7 -~
e < &5
v : ﬂ 2 V= 53 we P > Antibiotique
» 7 A
Cellule mog_ﬁant k e
bac ténienne Iantibiotique A Entibiotique
/ -

Chromosorme

el

Figure 1. Mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Fred, 2006).
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5.1.- Production d’enzymes inactivant les antibiotiques

Plusieurs bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae produisent des enzymes
inactivant les antibiotiques, telles que Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et Salmonella
enterica qui présentent une résistance naturelle aux aminopénicillines (ampicilline-amoxicilline) et
aux carboxypénicillines. Cette résistance est due a une pénicillinase constitutive (Cattoir, 2004).
D’autres bactéries a Gram négatif telles Enterobacter, Proteus et Serratia, présentent une résistance
aux aminopenicillines et aux céphalosporines de 1lére génération, mais sont sensibles aux
carboxypénicillines. Cette résistance est due a une céphalosporinase chromosomique (Yala et al.,
2001).

Les béta-lactamases représentent le mécanisme essentiel de la résistance acquise aux -
lactamines, par un clivage dans le cycle B-lactame. La synthése d’une ou de plusieurs B-lactamases
représente le mécanisme le plus efficace utilisé par les bactéries pour échapper a 1’action 1étale des
B-lactamines (Bush, 1999; Handal et Olsen, 2000; Alekshun et Levy, 2007). Elles sont produites par
quelques bactéries a Gram positif et & Gram négatif (Roberts, 1998; Alekshun, 2007). Les béta-
lactamases peuvent étre regroupées en 3 catégories:

1- Les pénicillinases actives sur la pénicilline G, I’ampicilline et la carbénicilline.
2- Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) actives sur les pénicillines et les céphalosporines
y compris celles de troisieme génération.

3- Les béta-lactamases résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases (Villalobos et Struelens, 2006).

5.2.- Modification de la cible des antibiotiques

Ce type de mécanisme est souvent utilisé chez Staphylococcus aureus et les staphylocoques
a coagulase comme un mécanisme de résistance intrinséque par modification des protéines de
liaison a la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP (Mainardi et al., 1996;
Quincampoix et Mainardi, 2001). La modification de la cible des quinolones implique une mutation
au niveau des genes chromosomiques grlA ou grlB de la topoisomérase IV (Roberts, 1999;
Quincampoix et Mainardi, 2001). La modification de la cible par les macrolides se fait par une
méthylase codée par des génes spécifiques (Portillo et al., 2000). La résistance aux aminoglycosides
chez les bactéries a Gram négatif et a Gram positif se fait par la modification de la cible qui est le
mécanisme le plus répandu. les enzymes impliquées sont les aminosides acétyltransférases (AAC),

et les aminosides phosphotransférases (APH) (Kamp et al., 1997).

-



Revue bibliographique

5.3.- Pompes d’efflux

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par une exportation active grace a des
transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux. Ces protéines sont spécifiques d’une classe
d’antibiotiques ou de plusieurs classes d’antibiotiques (Poole, 2004). Les génes encodant les
pompes d'efflux spécifiques sont souvent retrouvés sur des éléments génétiques mobiles (plasmides
ou transposons), ou sur le chromosome (Butaye et al., 2003; Poole, 2004). Chez les bactéries a
Gram positif, le systéme d’efflux n’est constitué que par le transporteur alors que chez les bactéries
a Gram négatif, ¢’est généralement un complexe protéique tripartite (Zgurskaya, 2002).

Les bactéries utilisent les pompes d’efflux pour se protéger des effets de nombreuses toxines
de P’environnement (pesticides, métaux lourds, sels biliaires, solvants organiques, antiseptiques,
etc.) et c’est ce role de détoxification qui a surtout été¢ mis en évidence. Cependant, les transporteurs
ont aussi un autre réle physiologique caractérisé par I'élimination des déchets métaboliques
endogenes ou de sécrétion de produits cellulaires. Ils peuvent servir a 1’exportation des toxines
bactériennes ou encore de molécules nécessaires au pouvoir invasif du germe des bactéries
pathogenes (Cattoir, 2004). La pompe d’efflux utilisée pour la résistances aux tétracyclines, aux
macrolides et au chloramphénicol fonctionne comme un transporteur d’antibiotiques spécifiques qui

permet de pomper I'antibiotique hors de la cellule ou de la membrane cellulaire (Fluit et al., 2000).

6.- Microorganismes résistants aux antibiotiques
6.1.- 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 facult¢ 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).

6.1.1- Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif qui tendent a se grouper en amas irrégulier
a la fagcon d’une grappe de raisin (Avril, 2000). Staphylococcus aureus est un germe aérobie-
anaérobie facultatif, doit son nom d’espece a I’aspect pigmenté de ses colonies. Il tient une place
tres importante dans les infections communautaires et nosocomiales, posséde une coagulase, ce qui
le distingue de la plupart des autres especes de staphylocoques (Roberts, 1998). S. aureus est un
coque pyogénique qui colonise la peau et les membranes muqueuses. Entre 20 a 30% des individus
portent S. aureus dans les narines antérieures (Roberts, 1998). Cette espece est responsable des

infections de la peau et des tissus (furoncles, endocardite, abces rénaux, etc.). Beaucoup de ces
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souches sécretent également des toxines et sont responsables d’intoxications alimentaires (Roberts,
1998).

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 B —lactamines (Fluit et al., 2001).

6.1.2- Streptococcus pneumoniae

La résistance aux - lactame par S. pneumoniae est due a la diminution de I’affinité pour les
antibiotiques (Fluit et al., 2001). Cependant cette espéce utilise le mécanisme d’efflux et aussi une
méthylase 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).

6.1.3- Entérocoques

Les entérocoques peuvent étre pathogénes, provoquant des endocardites, des infections
urinaires et sanguines, etc (Fluit et al., 2001). lls sont également responsables des infections
nosocomiales particulierement chez les personnes diabétiques, immunodéprimés, etc. Pendant la
derniere décennie, une augmentation dramatique de la résistance a niveau élevé envers les
aminoglycosides (vancomycine, gentamicine) a été signalée. Cette résistance a été expliquée par
I’utilisation abusive de la vancomycine dans le traitement des entérocolites et a usage vétérinaire

(Fluit et al., 2001; Aggoune et al., 2008).

6. 2- Microorganismes résistants a Gram négatif
6.2.1- Pseudomonas aeruginosa

Les Pseudomonas sont aérobies stricts, oxydase positif, mobiles, produisant souvent des
pigments diffusibles et naturellement résistants a de trés nombreux antibiotiques, saprophytes et on
les trouve essentiellement dans l'eau. lls peuvent contaminer des solutés pour perfusion, des

solutions antiseptiques, des préparations médicamenteuses liquides.

-
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L'espece principale, Pseudomonas aeruginosa (ou bacille pyocyanique), a les caracteres
suivants : protéolytique, production d'une exotoxine nécrosante 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 pathogéne opportuniste capable d’infecter de nombreuses
especes animale dont I’homme. Elle provoque de plusieurs pathologies en particulier chez les
patients immunodéprimés (diabete, cancer, sida, etc.). Elle est la plus fréquemment responsable de
pneumonies nosocomiales apres Staphylococcus aureus. Cette bactérie peut causer des pneumonies
chroniques. Ainsi, P. aeruginosa est caractérisé par une aptitude particuliére a ’acquisition de
mécanismes de résistance pouvant conduire a une impasse thérapeutique avec une grande capacité
d’adaptation a I’environnement (Tenover, 2006). Cette espece, opportuniste majeur, exprime son
potentiel pathogéne lorsqu'il est introduit dans des zones aux défenses immunitaires diminuées.
6.2.2- Acinetobacter baumannii

C’est une espece pathogéne opportuniste qui peut étre responsable d’infections
nosocomiales sévéres malgré sa faible virulence, en particulier chez les patients immunodéprimés.
Cette espece produit naturellement des P-lactamases de type céphalosporinase et oxacillinase
(Poirel et Nordmann, 2006).

6.2.3.- Enterobacteriaceae

Les Enterobacteriaceae sont responsables d’importantes infections digestives, urinaires,
respiratoires et sanguines. Beaucoup d’espéces d’Enterobacteriaceae possedent une 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 caractéres suivants : ce sont des bactéries pathogenes, la
réaction de VVoges-Proskauer (VP) est généralement positive et sont souvent multi-résistantes aux
antibiotiques (Avril, 2000).
6.2.3.1- Salmonella

Les salmonelles (Salmonella enterica et S. bongori) sont des bactéries responsables de
fievres typhoides et de salmonelloses non typhiques qui représentent une cause majeure de
diarrhées dans le monde, avec un taux important de mortalité infantile. La résistance au
chloramphénicol, aux fluoroquinolones et a 1’ampicilline est portée par un plasmide ou des
plasmides multirésistants. Le traitement des infections aux salmonelles repose sur 1’utilisation de

I’amoxicilline et surtout du chloramphénicol (Dagnra et al., 2007).
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5.2.3.2- Escherichia coli

C’est I’espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif. Escherichia coli est
habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogéne si les défenses de 1’hote se
trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers (Nauciel, 2000). Elle est
la principale espece bactérienne impliquée dans les infections digestifs et urinaires (Tagajdid et al.,
2008). Les seuls mécanismes de résistance aux quinolones connus sont d’origine plasmidique
(Nordmann et Mammeri, 2007; Skurnik et Andremont, 2007). Les souches de E.coli peuvent
produire des B-lactamases qui hydrolysent et inactivent les aminopénicillines, tels que I'amoxicilline
ou I'ampicilline, et les céphalosporines a spectre étroit (Rupp et Fey, 2003; Landgren et al., 2005).
Certaines souches de E. coli développent d’autres mécanismes comme la diminution ou
I’élimination des autres B-lactamines a travers la membrane plasmique. Les fluoroquinolones et les
—lactamines sont des molécules de choix pour traiter I’infection du tractus urinaire due a E. coli

(Tenover, 2006).

6.2.3.3.- Klebsiella pneumoniae

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 f-lactamases
codées par un géene 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.- But de ’antibiogramme

Un antibiogramme permet de tester sur milieu de culture, I’action de molécules antibiotiques
sur une souche bactérienne. Il donnera donc des indications sur 1’efficacité in vitro de ces
antibiotiques. Le choix de I’antibiotique est réalisé de manicre trés empirique dans la plupart des
infections banales débutantes; le médecin prescrit, en fonction de ’examen clinique, la molécule
dont I’efficacité lui parait la plus probable (antibiothérapie dite probabiliste). Ce n’est que dans les
infections graves, récidivantes ou les échecs thérapeutiques que 1’on fait appel au laboratoire qui

réalisera une culture et un antibiogramme (Anonyme 1).
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2.- Définitions de CMI et CMB

Deux notions sont a connaitre avant de faire un antibiogramme :

La CMI ou Concentration Minimale Inhibitrice. Il s’agit de la concentration de 1’antibiotique
la plus faible pour laquelle la croissance bactérienne est inhibée (pas de croissance de la
population).
La CMB ou Concentration Minimale Bactéricide. C’est la concentration de I’antibiotique la
plus faible permettant de détruire 99,99% des bactéries présentes au départ (soit une bactérie
survivante sur 10000). Si CMB < 5 CMI I’antibiotique est tres efficace. Au contraire si CMB
> 10 CMI, on le considere peu efficace. La mesure de la CMI permet de déterminer si une
souche est sensible ou résistante a 1’antibiotique testé. Pour chaque antibiotique, on a pu
mesurer les concentrations sériques obtenues chez le patient (humain) dans le cadre d’une
posologie normale. on distingue alors :
e la souche est dite RESISTANTE : la CMI ne peut étre atteinte par un traitement
réalisé a 1’aide de cet antibiotique sans étre toxique pour I’animal.
e la souche est dite SENSIBLE : la CMI peut étre atteinte par un traitement usuel
réalisé a 1’aide de cet antibiotique .
e Lasouche est dite INTERMEDIARE : la CMI ne peut étre atteinte qu’en augmentant
les doses (Freney et al., 2007).

3.- Interaction entre antibiotiques

Outre le fait que certaines molécules inhibent ou au contraire exacerbent I’effet des

antibiotiques (acide, sucre, thymine, etc.), les différents antibiotiques peuvent interagir entre eux.

Trois grands types d’interactions peuvent étre définis :

La synergie : chaque antibiotique voit son action augmentée par 1’autre.
L’antagonisme : les effets des deux antibiotiques se contrarient
L’indifférence : que 1’on utilise chaque antibiotique séparément ou en association, le résultat

est le méme (Anonyme 1)

4.- Antibiogramme en milieu gélosé : méthode des disques

4.1.- Principe général

Pour réaliser ’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 d’antibiotique

sont déposés a la surface de la gélose. L’antibiotique diffuse a partir du disque en créant un gradient
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de concentration. La détermination du diametre 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).
4.2.- Technique de I’antibiogramme

En pratique, on réalise a partir de 1’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 Petri a I’incubateur. Au bout de 24 h, on lit les différents diamétres
d’inhibition (Figure 2 et Tableaux 4, 5, 6 et 7), recommandé par I’OMS et la Comité de
I'’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (SFM, 2010).

Figure 2. Exemple de gélose avec des disques d’antibiotiques et une souche bactérienne ayant une

sensibilité variable aux antibiotiques testés (Photo Originale)




Tableau 4. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour une
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Entérobacteérie : Escherichia coli ATCC25922 (Rahal et al., 2005).

Diameétres critiques (mm) CM(I C;:;'Sues
N ) Charge des HY
Antibiotiques testés g
Disques (ug) . . . . .
Résistant | Intermédiaire | Sensible | Résistant | Sensible

R-lactamines: Ampicilline |10 <13 14-16 >17 >32 <8
Amoxicilline 20/10 <13 14-17 >18 >32/16 | <8/4
+Ac.clavulanique
Céfalotine 30 <12 13-17 >18 >32 <8
Cefazoline 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Cefoxitine 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Cefotaxime 30 <14 15-22 >23 >64 <8
Ceftriaxone 30 <13 14 - 20 >21 >64 <8
Imipeneme 10 <13 14 -15 >16 >16 <4
Aminosides Amikacine 30 <14 15-16 >17 >32 <16
Gentamicine 10 <12 13-14 >15 >8 <4
Quinolones Ofloxacine 5 <12 13-15 >16 >8 <2
Ciprofloxacine 5 <15 16-20 >21 >4 <1
Autres Chloramphenicol 30 <12 13-17 >18 >32 <8
Furanes 300 <14 15-16 >17 >128 <32
Fosfomycine 200 <12 13-15 >16 >256 <64
Trimethoprime 1252375 |<10 11-15 >16 >8/152  |<2/38
/Sulfamethoxazole

2|
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Tableau 5. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour Pseudomonas
aeruginosa et Acinetobacter sp (Rahal et al., 2005).

Charae des Diametres critiques (mm) criti Eel\s/él /mi)
Antibiotiques testés Dis ugs (1) ques(pg
q H9) | Resistant | Intermédiaire . Résistant .
Sensible Sensible

R-lactamines: Ticarcilline: 75
P.aeruginosa <l4 - >15 >128 <64
Acinetobacter sp =14 15-19 >20 >128 <16
Ticarcilline+ac.clavulanique: 75/10
P.aeruginosa <14 - >15 | >128/2 | <64/2
Acinetobacter sp =14 15-19 >20 | >128/2 | <16/2
Piperacilline: 100
P.aeruginosa <17 - >18 >128 <64
Acinetobacter sp =17 18-20 >21 >128 <16
Ceftazidime 30 <14 15-17 >18 >32 <8
Aztreonam 10 <15 16-21 >22 >32 <8
Imipeneme 10 <13 14-15 >16 >16 <4
Aminosides Amikacine 30 <14 15-16 >17 >32 <16
Gentamicine 10 <12 13-14 >15 >8 <4
Tobramycine 10 <12 13-14 >15 >8 <4
Quinolones: Ciprofloxacine 5 =15 16-20 >21 >4 <1
Tetracyclines: Tetracycline 30 <14 15-18 >19 >16 <4
Autres:
Trimethoprime/Sulfamethoxazole 1,25/23,75 =10 11-15 =16 28/152 | <2/38
Chloramphenicol 30 <12 13-17 >18 >32 <8
Rifampicine 30 <14 14-18 >19 >16 <4
Fosfomycine 50 <14 - >14 >32 <32
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Tableau 6. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI Staphylococcus sp
(Rahal et al., 2005).

Charge o . CMmI

o , des Diamétres critiques (mm) eritiques(ug/mi)

Antibiotiques testés Disques
(I?Q) Résistant | Intermédiaire | Sensible | Résistant | Sensible
R-

_ o 10 UI <28 - >29 <0,1
[3-lactamines: Penicilline lactamase
Oxacilline 1
S.aureus <10 11-12 >13 >4 <2
Staphylocoque a coagulase

) P y | ] <17 - >18 <0,25
négative >0,5
Cefoxitine 30
S.aureus S.lugdunensis <19 - >20 >4 <2
Staphylocoque a coagulase

, P y | J <24 - >25 <0,25
négative >0,5
Aminosides Gentamicine 10 <12 13-14 >15 >8 <4
Amikacine 30 <14 15-16 >17 >32 <16
Macrolides: Erythromycine 15 <13 14-22 >23 >8 <0,5
Clindamycine 2 <14 15-20 >21 >4 <0,5
Glycopeptides: Vancomycine 30 - - >15 - <4
Teicoplanine 30 <10 11-13 >14 >32 <8
Quinolones Ofloxacine 5 <14 15-17 >18 >4 <1
Autres:

) _ 1,25/23,75| <10 11-15 >16 >8/152
Trimethoprime/sulfamethoxazole <2/38
Rifampicine 15 <16 17-19 >20 >4 <1
Tetracycline 30 <14 15-18 >19 >16 <4
Chloramphenicol 30 <12 13-17 >18 >32 <8
Fosfomycine 50 <14 - >14 >32 <32
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Tableau 7. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI Enterococcus sp
(Rahal et al., 2005).

Charge des o . CMI
o ) ] Diametres critiques (mm) .
Antibiotiques testées Disques critiques(pg/ml)
(Hg) Résistant | Intermédiaire | Sensible | Résistant | Sensible

R-lactamines: Ampicilline 10 <16 - >17 >16 <8
Cyclines: Tétracycline 30 <14 15-18 >19 >16 <4
Glycopeptides:
Vancomycine 30 <14 15-16 >17 >32 <4
Teicoplanine 30 <10 11-13 >14 >32 <8
Aminosides:
GentamicineHN 120 <6 7-9 >10 >500 <500
StreptomycineHN 300 <6 7-9 >10 - -
Fuoroquinolones:
Levofloxacine 5 <13 14-16 >17 >8 <D
Autres: Erythromycine 15 <13 14-22 >23 >8 <0,5
Furanes 300 <14 15-16 >17 >128 <32
Clindamycine 2 Ul <14 - >14 >2 <2

4.3.- Lecture interprétative de I'antibiogramme

La lecture interprétative de I'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 conduire a vérifier I'identification bactérienne, a controler la
pureté de I'inoculum et a contrdler également la technique de l'antibiogramme (SFM, 2003).
4.4.- Standardisation de I’antibiogramme

La fiabilité des résultats d'un antibiogramme est influencée par de nombreux parametres qui
doivent étre rigoureusement controlés. La standardisation est régie par des documents émanant de
I'O.M.S. et des divers comités nationaux (pour la France par exemple, c’est le le Comité de
I'’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie). Selon les pays, il peut exister des

variations techniques et il est important de respecter une technique identique a celle utilisée pour

&
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I'établissement des courbes de concordance. Parmi les principales recommandations, on peut citer

les points suivants :

X/
°

X/
*

X/
*

°0

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 espéces
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 amenés 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 1’échelle
de McFarland) (SFM, 2003); comme indiqué dans la Figure 3.

L — NV |
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Figure 3. La turbidité qui correspond aux McFarland standards No : 0.5, 1 et 2 (URL 4).
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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 (Nive EN 400), spectrophotometre (Dialab DTN-410) et Bain-marie.
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 prélevement thermostérile de 40 mL, regle graduée, seringues en

plastique de 5 mL stériles.
3.- Produits chimiques

Eau distillée, eau physiologique.
4.- Matériel biologique

Pour le déroulement de notre travail, nous avons utilisé 3 souches bactériennes différentes
de référence ATCC (American type culture collection) 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 37°C et sont

fréquemment isolées des échantillons cliniques (Tableau 8).

.
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Tableau 8. 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) * Matiere fécales * Infections urinaires
* Aliments * Plaies septicémies
2 c contaminés
E g Pseudomonas 27853 * Sol, eau, plantes * Infections pulmonaires et
aeruginosa (ATCC) * \Voies respiratoires urinaires
* Matiéres fécales * Bralures
* Appareils sanitaires | « Plaies septicémies
Staphylococcus aureus | 25923 * Peau, cheveux * Infections cutanées,
+ (ATCC) * Nasopharynx plaies, abces
E Périnée * Ostéites, ostéomyélites
g * Poussiéres, air * Infections pulmonaires
§ * Aliments contaminé | « Intoxications
alimentaires

Les souches utilisées ont été fournies par le Laboratoire d’ Analyses Médicales Ibn Rochd
de Ghardaia.

5.- Milieu de culture

Nous avons utilisé le milieu gélose Mueller Hinton (Figure 4), qui est un milieu
d'isolement des Salmonelles et des Shigelles, bien que de nombreuses bactéries a Gram négatif et
positif puissent se développer sur ce milieu riche. De plus, cette gélose standardisée est la gélose

permettant de tester I'action des antibiotiques sur les bactéries, ¢’est-a-dire pour la réalisation de

| ’:;}‘V N £ ‘\ »
(5% Yy LS

I'antibiogramme standard.

Figure 4. Flacons contiens la gélose Mueller Hinton utilisé comme milieu de culture pour
I’antibiogramme (Photo Originale).
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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 qui vont servir a la préparation de 1’inoculum (Figure 5).

Figure 5. Colonies d’Escherichia coli repiquées par la méthode des stries, incubées a 37 °C,
durant 24 h (Photo Originale).
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Il.- METHODES UTILISEES

Notre démarche expérimentale est résumée ci-dessous:

Préparation des suspension bactériennes

v

Préparation des dilutions

v

Détermination de la concentration en
microorganismes de chaque dilutions

L

Réalisation de I'antibiogramme

|

Lecture des résultats

|

Analyse statistique

Figure 6. Etape de la démarche expérimentale.

1.- Antibiogramme par diffusion en milieu Mueller Hinton gélosé

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

A partir d’une culture pure de 18 & 24 h sur milieu Mueller Hinton solide, on fait racler a
I’aide d’une anse de platine quelques colonies, Vvisiblelement bien isolées et parfaitement
identiques. On décharge I’anse dans 20 mL d’eau physiologique stérile a 0,9% NaCl (Figure 7).
On fait bien homogénéisé la suspension bactérienne (solution mére) avant de muserer sa densité
optique (Figure 9), son opacité doit étre au maximum entre 0,9 et 1,0 (absorbance a 625 nm),

I’inoculum est ajusté a cette valeur en ajoutant des colonies (si necessaire).
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Figure 7. Préparation de la solution mére a partir d’une culture pure d’Escherichia coli
(Photo Originale).

1. 2.- Préparation des dilutions

A partir de chaque solution mere (suspension bactérienne) on prépare une gammes de
dilution pour chaque souche dans des tubes a essais stérile et numérotés (Figure 8), par
I’utilisation des volumes de la solution meére et des volumes de 1’eau physiologiques selon une
progression qui nous permet de déduire les dilutions qui correspondant au 0,4 0,5 1, 2, 3 et 4
McFarland par la comparaison avec les valeurs du Tableau 9 (et I’application de la régle de trois
pour 0,4 McFarland car il y a un rapporte direct entre la dilution, la densité cellulaire et le
McFarland). Il est a signaler que les dilutions sont repréparéss avant chaque essai

d’antibiogrammes.
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Figure 8. Gamme de dilution pour Pseudomonas aeruginosa (Photo Originale).

1. 3.- Détermination de la concentration d’inoculum

1.3.1- la standardisation de I’inoculum

Les concentrations bactériennes des dilutions de chaque souche sont évaluées par

turbidité et sont exprimées par la mesure de la densité optique (DO) par un spectrophotomeétre

préalablement étalonné sur la longueur d'onde 620 nm tout on déterminant le zéro d'absorbance

avec une cuve remplie d'eau physiologique stérile. Apres avoir museré les densités optiques de la
gamme de dilution (Figure 8), on les standardiser au degré de McFarland par une comparaison
avec les valeurs du Tableau 9 pour bien déterminer la densité bactérienne.
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PHOTOMETRICS

PRINT ZERO

Figure 9. Mesure de la densité optique (DO) par un spectrophotomeétre (Photo Originale).

Tableau 9. Relation McFarland, Absorbance et concentrations bactérienne (URL 1 (Mcfarland
et Jama, 1907) (URL 2).

McFarland 0,4 0,5 1 2 3 4

1,0% de chloride de

) 0,04 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4
barium (mL)

1,0% d’acide

) 9,96 9,95 9,9 9,8 9,7 9,6
sulfurique (mL)

Absorbance
/ 0,08-0,10 | 0,14-0,17 | 0,27-0,31 | 0,38-0,42 | 0,51 -0,55
a625 nm
Absorbance
/ 0,08 -0,1 0,257 0,451 0,582 0,669
a 600 nm
Densité bactérienne
1,2 15 3,0 6,0 9,0 12,0

(x10° CFU/mL)

1.4.- Ensemencement

La gélose Mueller-Hinton stérile (préte a 1’usage) est coulée dans des boites de Pétri
stériles (de 90 mm de diamétre) 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
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température ambiante avant leur emploi. La gamme de dilution pour chaque souche eétait
ensemencé par écouvillonnage dans les 5 min qui suivent la préparation de ces dilutions servant
d’inoculum; on fait bien homogenéisé la solution de chaque dilutions 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 1’écouvillon pour se débarasser le liquide
excédentaire. On I’étale a une prise sur la surface entiere du milieu de culture, en tournant la
boite Pétri a 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 homogéne 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 I’action des antibiotiques
(antibactériens) sur les souches bactériennes dans le but de déterminer la sensibilité (ou la
résistance) de chaque antibiotique vis-a-vis chaque souche bactérienne. Le choix des
antibiotiques a été fait en fonction de leur mode d’action, et selon leur utilisation par les

spécialistes de la pharmacologie médicale et également solen leur disponibilité (Tableau 10).

Tableau 10. Familles des antibiotiques utilisés (C.A.S.F.M, 2010).

5 Charge
Souche testée -‘£ Antibiotique Famille site d'action d_du
@ isque
o]
< (H9)
Triméthoprime/ Appareil
sulfaméthoxazole Sulfamides-Triméthoprime ppare 30
= . nucléaire
X (cotrimoxazole)
S T HeREs Gentamicine Aminosides 10
aureus s
o -
Ribosome
Tétracycline Tétracyclines 25
L
|_
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Chloramphénicol Phénicolés 30
($)
% | Cefoxitine C?p,h alc_)sporlne 2eme 30
5 génération
LL
s Ampicilline Aminopénicilline 10
< -
Peptidoglycane
Cefalotine Cephalosporine 30
" 1ére génération
@)
Escherichia coli Amoxicilline Aminopénicilline 30
seherichia col LE’ + acide clavulanique P
<
s Gentamicine Aminosides Ribosome 10
O]
N Ciprofloxacine Fluoroquinolone 5
O Appareil
nucléaire
N Ciprofloxacine Fluoroquinolone 5
@)
Ceftazidime Céphalosporine 3™ 30
g génération
$)
Pseudomonas Ticarcilline A .
aeruginosa O |+ acide clavulanique Carboxypenicillines Peptidoglycane |75
o
s | Amikacine(AK) Monobactame 30
|_
<
Aztréonam(AT) Aminosides Ribosome
pa
<

-
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Cing disques d’antibiotiques de différentes familles sont appliqués avec une légere
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 utilisés 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 10). Les boites sont incubées a I'étuve a 37°C en
position inversée durant 24 h (Parsaeimehr et al., 2010) ( Figure 11).

S =
Figure 10. Ensemencement d’Escherichia coli et application des disques d’antibiotiques
(Photo Originale).

Figure 11. 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 diametre de la
zone d’inhibition. L’absence de croissance bactérienne se traduit par un halo translucide
(transparente) autour du disque dont le diamétre est mesuré avec précision a 1’aide d’une régle
graduée et exprimé en millimétre (Figure 12). 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 plusierus catégories : sensible (S), résistante (R)
ou intermédiaire () a un antibiotique selon le diametre de la zone d'inhibition; plus le diametre
de cette zone est grand, plus la souche est sensible a I’antibiotique, et plus il est petit, plus la
bactérie est résistante (Pibiri, 2006). La lecture des résultats se fait en mesurant le diamétre de la
zone d’inhibition autour des disques, et les écart-types entre les différents diametres des zone

d'inhibition muserés ont été calculés a partir de trois séries d'expériences.

[

Figure 12. Principe de la lecture d’un antibiogramme (Photo Originale).
1 : Boite de Pétri; 2 : Disque d’antibiotique; 3 : Croissance bactérienne; 4. Zone d’inhibition.

2. - Analyse statistique

Les données recueillies ont été 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 diamétre de la zone
d'inhibition.
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1.- la standardisation de I’inoculum
La concentration bactérienne des dilutions de la solution mére (SM) d’E. coli sont évaluées
par le degré de turbidité, et sont exprimées par la mesure de la densité optique (DO) et le Mc

Farland. Le Tableau 11 montre les résultats obtenus:

Tableau 11. Résultats de la standardisation de I’inoculum d’Escherichia coli 25922 (ATCC)

SM 2/3 1/2 1/3 14 | 1/5 1/6 19 | 1/11 | 1/12 | 1/14

1,016 | 0,696 0,533 | 0,302 0,277 | 0,201 | 0,169 | 0,125 | 0,093 | 0,091 | 0,066

DO Théorique 0,08-
. 0,669 0,582 | 0,451 0,257
(& 600 nm) 0,10
DO Théorique 0,27- 0,14- 0,08-
0,51-0,55 | 0,38-0,42
(a625nm) 0,31 0,17 0,10
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
Densité cellulaire
12 9 6 3 15 1,2
(x108 CFU/mL)

Selon le Tableau 11 nous constatons que pour avoir un inoculum d’Escherichia coli qui
réponds a la recommandation de I’OMS et de CASFM (0,5 McFarland) il faut préparer une dilution
de 1/12 de la solution mere, donc toute préparation approximative de la solution bactériennes peut
conduire a des erreurs considérables. Il est recommandé d’employer un spectrophotomeétre pour
ajuster I’inoculum.

Sachons que CASFM n’exclut pas la possibilité d’étalonner I’inoculum au 0,5 McFarland
par la comparaison a I’oeil nu la turbidité de la suspension bactérienne a celle de 1’étalon 0,5 de la
gamme de McFarland (un produit commecialisé ou préparé au laboratoire par un mélange de
chloride de barium et d’acide sulfurique). Il est recommandé dans ce cas de Vérifier la densité de la
suspension McFarland a 1’aide d’un spectrophotométre avec un faisceau de 1 cm et des cuvettes
assorties. L’absorbance a 625 nm doit étre comprise entre 0,08 et 0,10. Il faut aussi agiter
vigoureusement 1’étalon de turbidité sur un Vortex avant usage. Pour faciliter la comparaison des
deux échantillons, se placer face a un fond blanc avec des lignes noires. Car un inoculum lourd

engendre des diamétres de zone d’inhibition plus petits et inversement (CASFM, 2017).




2.- Résultats de I'antibiogramme
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La sensibilité d’Escherichia coli vis-a-vis des cing antibiotique utilisé 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 exprimée par le calcule de la

moyen du diamétre des zones d’inhibition et I'écart type entre les trois réplicas analytiques, les

résultats sont présentées dans les Figure 13, 14 et le Tableau 12:

Tableau 12. Résultats des antibiogrammes et écartype pour Escherichia coli 25922 (ATCC)

2/3 1/2 1/3 1/6 1/12 1/14
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
Densité bactérienne (CFU/mL) 12 x10® | 9x10% | 6x10% | 3 x10% | 1,5%x108 | 1,2 x10°8
DO Théorique (a 600 nm) 0,669 0,582 0,451 0,257 |0,08-0,1 /
: 0,27- 0,14- 0,08-
DO Théorique (a 625 nm) 0,51-0,55 | 0,38-0,42 /
0,31 0,17 0,10
0,690 0,496 0,302 0,172 0,05 0,012
0,500 0,300 0,250 0,140 0,08 0,082
0,595 0,398 0,276 0,156 0,065 0,047
2 16+3 16,5+2.5 1743 1743 [175+25(175+25
© S e
g 'g @ IS 9,5+0,5 [9,91+0,14| 10+0 100 10+0 10+0
%) i [ i )
8_2 Q -8 1610 215455 |21,5455|21,5+55(22,5+5,5|22,5+5,5
£ g5
B é'c 'ﬁ 3545 36+4 36+4 36+4 3614 3614
L o=l
g ™ 1741 | 17+1,6 | 18+2 | 18+2 | 19+1 | 19+1
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Figure 13. La variation de diametre des zones d'inhibition en fonction des valeurs de McFarland
chez E. coli 25922 (ATCC)

Les résultats illustrés dans le Tableau 12 et la figure 13, indiquent que le diamétre des zones
d’inhibition a diminué de 0,5 a de 2 mm au maximum avec I’ensemble des antibiotiques utilisés
malgré que la concentration d’inoculum a augmenté de 0,4 a 4 degré de McFarland. Ce eésultat

montre que la concentration de I’inoculum influe Iégérement sur le diamétre des zones d’inhibition.
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Figure 14. Résultats des antibiogrammes obtenus pour la souche Escherichia coli 25922 (ATCC)
(Photo Originale).

3.- Interprétations des antibiogrammes

Les mesures de diametre des zones d’inhibitions sont comparées soigneusement aux valeurs
critiques figurant dans les Tableaux de lecture (Tableau 4), (Tableau 5), (Tableau 6), (Tableau 7),
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 d’Escherichia coli 25922 (ATCC)

2/3 1/2 1/3 1/6 1/12 1/14

Densité bactérienne (CFU/mL) 12 x108 | 9 x10% | 6 x108 | 3 x10® | 1,5x108 | 1,2 x10°8
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4

| | | | | |

]

wl mw wnw| A
wl wmw wnw| A
wl mw wnw| A
wl mw wnw| A
w| »wl nl O
wl mw wnw| A
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Selon le Tableau 13, nous constatons une forte sensibilité d’Escherichia coli au
ciprofloxacine, ampicilline, gentamicine et céfalotine, mais I’antibactérien céfalotine est
intermédiaire. La bactérie montre 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).

Il ressort de ces résultats aussi que I’interprétation d’antibiogramme reste la méme pour les
valeurs de McFarland allant de 0,4 a 4 degré, malgré que ’OMS et la SFM exigent pour la
réalisation des antibiogrammes une concentration d’inoculum correspond au 0,5 McFarland (DO de
0,09). pour Escherichia coli et avec I’ensemble des antibiotiques utilisé (cing antibactériens), nous
avons constaté que le reésultat d’antibiogramme est le méme, donc 1’chéque thérapeutique et les

complication médical d’un résultat d’une analyse médicale erronée n’aurons pas lieu.

4.- Analyse statistique
4.1.- Modélisation

Pour moduler la relation entre le McFarland et le diamétre de la zone d’inhibition, on établit
un diagramme de corrélation, c'est a dire un diagramme croisant les modalités de McFarland 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 courbes de tendance
pour chaque antibiotique testé (les Figures 15, 16, 17, 18 et 19), avec ’affichage de la barre d’erreur

pour une valeur de 5%.

Ampicilline
25
y =-0,575x + 19,04
R -
g ‘+ j% |=§_|
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=}
=
2
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©
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R 5
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©
S 0 T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

McFarland

Figure 15. Courbe de linéarité obtenue avec Ampicilline testés contre E. coli 25922 (ATCC)
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Figure 16. Courbe de linéarité obtenue avec Gentamicine testés contre E. coli 25922 (ATCC)
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Figure 17. Courbe de linéarité obtenue avec Amoxicilline+acide clavulanique testés contre E. coli
25922 (ATCC)
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Figure 18. Courbe de linéarité obtenue avec Céfalotine testés contre E. coli 25922 (ATCC)
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Figure 19. Courbe de linéarité obtenue avec Ciprofloxacine testés contre E. coli 25922 (ATCC)

D’apres les courbes présentées dans les Figure 15, 16, 17, 18 et 19 nous avons constateé que

le nuage de point peut s'ajuster correctement a une droite, c'est a dire que nous sommes en présence

d’un modeéle linéaires (type Y=aX+b) reliant le diamétre de la zone d’inhibition et le McFarland.

Pour les cing antibiotiques utilisé, 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 McFarland et le

diamétre de la zone d’inhibition, sauf chez les deux dernier point de nuage obtenus avec
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ciprofloxacine et ‘amoxicilline + acide clavulanique’ qui sont plus écartent de lignes directrices par
rapport au autre point de nuage dans la méme courbe, cette Iéger particularité est peut étre liée a la
déférence entre le résultat théorique et le résultat expérimentale.
Il ressort de ces resultats aussi que cette linéarité est négative, c'est a dire que le diameétre de
la zone d’inhibition varie en sens inverse avec le McFarland.
Malgré que les valeurs de McFarland augment, le diamétre des zones d’inhibitions déminue
légerement car le coefficient directeur en valeur absolue de la droite de régression (correspond a
la pente de la droite de régression) de chaque antibiotique utilisé est faible, qui varie de 0,11 a 1,38

comme il est représenté dans le Tableau 14 suivant :

Tableau 14. Le modeéle lineaire pour chaque antibiotique utilisé avec E. coli 25922 (ATCC)

- o Coefficient directeur
Antibiotiques Model linéaire
valeur absolue

Gentamicine y =-1,389x + 23,44 1,389

Ampicilline y =-0,575x + 19,04 0,575

Céfalotine y =-0,390x + 17,62 0,390

Ciprofloxacine y =-0,205x + 36,20 0,205

Amoxicilline + acide clavulanique y =-0,112x + 10,10 0,112

4.2 .- Intensité de linéarité McFarland-zone d’inhibition

Pour déterminer l'intensité exacte de cette linéarité négative entre le McFarland et le diamétre
des zones d’inhibition on calcule le coefficient de corrélation de Person (r), I’interprétation de ce

coefficient qui varie entre -1 et +1, est la suivante:

- si r est proche de 0, il n'y a pas de relation linéaire entre le McFarland et le diamétre des zones
d’inhibition.

- si rest proche de -1, il existe une forte relation linéaire négative entre le McFarland et le

diamétre des zones d’inhibition.

- si rest proche de 1, il existe une forte relation linéaire positive entre le McFarland et le
diamétre des zones d’inhibition (URL 3)(Figure 20).
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Figure 20. Propriétés et interprétations du coefficient de corrélation de Person (r) (URL 3).

Le signe de r indique donc le sens de la relation tandis que la valeur absolue de r indique

I'intensité de la relation c'est-a-dire la capacité a prédire les valeurs de diamétre des zones

d’inhibition en fonctions des valeurs de McFarland. Les résultats sont présentés dans le Tableau 15

suivant :

Tableau 15. les moyens de dialetres des zones d’inhibition en mm et le coefficient de corrélation de
Pearson (r) pour Escherichia coli 25922 (ATCC)

; 1/14 1/12 1/6 1/3 1/2 2/3
Densité bactériennes (CFU/mL) | 1,2 x10® | 1,5x10% | 3x10%® | 6x10%® | 9x10% | 12 x108
McFarland 0,4 0,5 1 2 3 4

_ 17,5 17,5 17 17 16,5 16
Coefficient de corrélation -0,97

_ 10 10 10 10 9,91 9,5
Coefficient de corrélation -0,82

_ 22,5 22,5 21,5 21,5 21,5 16
Coefficient de corrélation -0,82

_ 36 36 36 36 36 35
Coefficient de corrélation -0,73

_ 19 19 18 18 17 17
Coefficient de corrélation -0,94

D’aprés le tableau 15, on constate que nous sommes en présence d'une corrélation négative

forte, c'est a dire le McFarland est fortement corrélé avec le diamétre de la zone d’inhibition.

Il ressort de ces résultats aussi que la valeur de r indique qui il y a une forte capacité a

prédire les valeurs de diamétre de zone d’inhibition en fonctions de McFarland selon le modéle
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linéaire obtenu avec chaque antibiotique (voire le Tableau 14), c'est-a-dire que la connaissance des

valeurs de McFarland permet de prévoir les valeurs de diamétre de la zone d’inhibition.

4.3.- Test de significativite

Le calcul d'un coefficient de corrélation ne constitue qu‘'une premiére étape dans I'analyse de
la relation entre le McFarland et la zone d’inhibition. Il s'agit tout au plus d'une étape exploratoire

qui doit étre validée par un test de la significativite.

Les coefficients de corrélation de Pearson ne renseignent pas sur le degré de significativité
de la relation entre le McFarland et la zone d’inhibition car celle-ci dépend également du nombre

d'observation.

Pour déterminer si les coefficients de corrélation entre le McFarland et la zone d’inhibition
est significative, on procéde le test de Student (test d'hypothese). Au premier temps en suppose qui

il y a deux hypotheses :

1- L’hypothése nulle HO : il n'y a pas de signification statistique pour le coefficient de corrélation
entre le McFarland et la zone d’inhibition.
2- L’hypothése alternative H1 : il y a une signification statistique pour le coefficient de

corrélation entre le McFarland et la zone d’inhibition.

Pour prendre une décision en ce qui concerne les hypothéses, on calcule la valeur critique du

My

test de Student"t" par la loi suivant: t*=———(r: le coefficient de corrélation de
(1_rx§/)
\ n-2

Pearson, t* : la valeur expérimentale du test de Student), pour chaque antibiotiques utilisé et
puis on calcule le t 019 4> apres le Tableau de Student (Annexe 01) avec un degré de liberté
(ddI) égale a n-2 et risque d'erreur a = 0,05. En suit on compare t* avec t "% pour prendre

la décision soie on accepte au on rejet I’une des hypotheses :

- si t*> t théoriave oy rejete HO et on accépte H1, donc existe une signification statistique pour le

coefficient de corrélation.

- si t*< t Neoriae oy gecépte HO et on rejéte H1, donc n’existe pas une signification statistique

pour le coefficient de corrélation.




Les résultats de test Student sont présentés dans le Tableau 16 suivant :
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Tableau 16. coefficient de corrélation de Pearson (r) et résultats de test de Student avec Escherichia

coli25922 (ATCC)

Antibiotiques Coefficient de corrélation t* t theorique
Céfalotine -0,97 7,9800
Amoxicilline_ + acide 0,82 2,8653
clavulanique
Gentamicine -0,82 2,8653 2,4469
Ciprofloxacine -0,73 2,1362
Ampicilline -0,94 5,5103

Ces résultats ont montré que t*> t €riaue ayec quqtre antibiotiques : céfalotine, ‘amoxicilline

+ acide clavulanique’, gentamicine et ampicilline signifier que le coefficient de corrélation calculer

avec ces antibiotiques a une signification statistique, c'est-a-dire que le résultat n'est pas le fruit du

hasard, donc les résultats sont significatif a 95%. Mais pour I’antibiotique ciprofloxacine on

remarque que t*< t Méoriae signifier que le coefficient de corrélation n’a pas une signification

statistique, c'est-a-dire que le résultat peut étre est le fruit du hasard.

Tant qu’il y a une forte capacité a prédire les valeurs de diameétre de zone d’inhibition en

fonctions de McFarland selon le modéle linéaire obtenu avec chaque antibiotique et les résultats

généralement ne sont pas le fruit du hasard; on peut calculer alors les valeurs du diametre des zones

d’inhibitions tout en utilisons le modele linéaire obtenu avec chaque antibiotiques. Les résultats

sont présentés dans le Tableau 17 suivant :
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Tableau 17. Interprétations des antibiogrammes selon le @ des zones d’inhibitions calculé pour Escherichia coli 25922 (ATCC)
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D’aprés le tableau 17 on constate que l’interprétation de 1’antibiogramme reste la méme
lorsque I’antibiogramme est réalisé par des inocula allant de 0,125 a 3 degré de McFarland pour
I’ampicilline, et par des inocula allant de 0,125 et 6 degré de McFarland pour les antibactérins :
cefalotine, ‘amoxicilline + acide clavulanique’, gentamicie et ciprofloxacine. Malgré que les
recommandations de ’OMS, EUCAST et CASFM exige un inoculum de I’ordre de 0,5 McFarland
qui correspond & un inoculum d’environ 1 a 2 x 108 UFC/mL pour la bactérie Escherichia coli
(CASFM, 2017).

Il est a signaler que CASFM n’exclut pas la possibilité de réaliser un antibiogramme direct
sur la primo-culture sans repiquage pour les prélevements (LCR, Hémoculture, etc.) dans certaines
situations d’urgence (CASFM, 2017).

.
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Notre étude a déterminé exactement la gamme de McFarland ou le résultat et I’interprétation
ne changent pas, soi pour les situations d’urgence et méme dans les conditions de travaille ordinaire
(les analyses de tous les joursa. Sachant qu’il y a un groupe de chercheurs qui se penche

actuellement sur la faisabilité de réaliser des antibiogrammes directement sur les flacons

d’hémoculture (CASFM, 2017).

.
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1.- 1a standardisation de I’inoculum
Les concentrations bactériennes des dilutions de la solution mere de la bactérie
Pseudomonas aeruginosa sont évaluées par turbidité et sont exprimées par la mesure de la

densité optique (DO) et le Mc Farland, et les résultats obtenus sont indiqué dans le Tableau 18:

Tableau 18. Standardisation de 1’inoculum Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)

Solution meére et

A SM | 2/3 1/2 1/3 1/4 /6| 1/8 | 1/9 | 1/10 | 1/11 | 1/12
les dilutions

DO mesurée ) 111075 | 050 [ 037 | 020 |0,17(0,11| 0,09 | 0,07 | 0,06 | 0,04
a 620 nm

DO Théorique 0,51- | 0,38-|0,27- 0,14- 0,08-
a625 nm 0,55 | 042 | 0,31 0,17 0,10

DO Théorique 0,08-
3,600 nm 0,669 0,582 |0,451 0,257 01
Mc Farland. 4 3 2 1 0,5 0,4

Densité bactérienne

(x10°CEUImL) 12 9| 6 3 15 1,2

Selon le Tableau 18, nous constatons que pour avoir un inoculum qui réponds a la
recommandation de ’OMS et CASFM (0,5 McFarland) il faut utiliser une dilution de 1/9, donc
toute préparation approximative de la solution bactériennes peut conduire a des erreurs non

souhaitable.

2.- Résultats de I'antibiogramme

La sensibilité de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis les cing antibiotique empoyés est
exprimée par la mesure de diamétre des zones d’inhibition autour de ces disques.
Les résultats présentés dans les Figures 21, 22 et le Tableau 19 sont le moyen du diamétre

des zones d’inhibition et I'écart type entre les trois réplicas analytiques :

.
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Tableau 19. Résultats des antibiogrammes et les ecart types pour Pseudomonas aeruginosa

27853 (ATCC)
Dilutions 2/3 1/2 1/3 1/4 1/9 1/11
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
Absorbance Théorique 0.669 0.582 0.451 0.957 0,08-
a 600 nm ’ ’ ’ ’ 0,1
Absorbance Theorique 051-0,55 |038-0,42| 0,27-031 [014-017| %08
a 625 nm 0,10
DO mesurée a 620 nm (1*" essaie) 0,67 0,52 0,36 0,23 0,1 0,12
DO mesurée & 620 nm (2°™ essaie) 0,51 0,36 0,35 0,23 0,13 | 0,03
DO mesurée a 620 nm (3éme essaie) 0,59 0,44 0,35 0,23 0,11 {0,075
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o
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Figure 21. Courbe reprisent la variation de diametre de zone d'inhibition en fonction de
McFarland chez Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)

Les résultats illustrés dans le Tableau 19 et la figure 21, indiquent que le diametre des

zones d’inhibition diminuer de 4 a 6 mm avec ‘ticarcilline + acide clavulanique’, ciprofloxacine,

ceftazidime et amikacine si les valeurs de McFarland passe du 0,4 au 4. La diminution la plus
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forte est de de 12 a 0 mm obtenu avec I’antibiotique aztréonam, signifier que 1’augmentation de

la concentration d’inoculum a influencé d’une fagonne remarquable le diamétre de la zone

d’inhibition chez les cing antibiotique utilisé avec Pseudomonas aeruginosa.

Figure 22. Résultats des antibiogrammes pour Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC) (Photo Originale).
CIP:Ciprofloxacine, CAZ : Ceftazidime, AT:Aztréonam, TCC:Ticarcilline+acide clavulanique, AK :Amikacine

3.- Interprétations des antibiogrammes

Les mesures de diamétre des zones d’inhibitions sont comparées soigneusement aux

valeurs critiques figurant dans les Tableaux Tableau 4, 5, 6 et 7, afin de les interpréter

en plusieurs catégories: S, 1 ou R. Les résultats sont présentés dans le Tableau 20 suivant :

Tableau 20. Interprétations des antibiogrammes selon le @ des zones d’inhibitions pour
Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)

Dilutions

McFarland

1/11 1/9 1/4 1/3 1/2 2/3
1,2 x10® | 1,5x10° 3 x108 6 x108 9 x108 12 x108
0,4 0,5 1 2 3 4

R R R R R
R R R R R R
S S S S S S
S S S S S S
S S S S S S

E
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Selon le Tableau 20 nous constatons une forte sensibilité de Pseudomonas aeruginosa
vis-a-vis des antibiotiques : ciprofloxacine, ceftazidime et amikacine, mais en revanche, pour
I’antibiotique ‘ticarcilline + acide clavulanique’ et aztréonam, P. aeruginosa montre une
résistance.

Il ressort de ces résultats aussi que le résultat de 1’interprétation d’antibiogramme reste la
méme de 0,4 a 4 degré de McFarland, malgré que I’inoculum influe remarquablement la zone

d’inhibition surtout pour 1’antibiotique aztréonam.

4.- Analyse statistique
4.1.- Modélisation

Pour moduler la relation entre le McFarland et le diamétre de la zone d’inhibition, on a
suivi exactement les mémes étapes utilisées pour E. coli. L'ensemble des points forme un nuage
de points dont la forme permet de caractériser la relation, on présente les résultats sous forme des
courbes de tendance pour chaque antibiotique testé (les Figures 23, 24, 25, 26 et 27), avec

I’affichage de la barre d’erreur pour une valeur de 5%.
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Figure 23. Courbe de linéarité obtenue avec Amikacine testés contre Pseudomonas aeruginosa
27853 (ATCC).
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Figure 24. Courbe de linéarité obtenue avec Ceftazidime testés contre Pseudomonas aeruginosa

27853 (ATCC)
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Figure 25. Courbe de linéarité obtenue avec Ciprofloxavine testés contre Pseudomonas
aeruginosa 27853 (ATCC)
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Figure 26. Courbe de linéarité obtenue avec Ticarcilline + acide clavulanique testés contre
Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)
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Figure 27. Courbe de linéarité obtenue avec Aztréonam testés contre Pseudomonas aeruginosa

27853 (ATCC)
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D’aprés les courbes présentées dans les Figures 23, 24, 25, 26 et 27 on constate que le
nuage de point peut s'ajuster correctement a une droite, c'est a dire sous forme d’un modéle
linéaires (type Y=aX+b) reliant le diamétre de la zone d’inhibition et le McFarland. pour les cing
antibiotiques utilisé on remarque qu’il y a une relation linéaire forte entre le McFarland et le
diametre de la zone d’inhibition, une linéarité est négative, c'est a dire que le diameétre de la zone
d’inhibition varie en sens inverse avec le McFarland.

Malgré que les valeurs de McFarland augment, le diamétre des zones d’inhibitions
déminue légérement car le coefficient directeur en valeur absolue de la droite de régression pour
‘ticarcilline + acide clavulanique, ceftazidime, ciprofloxacine et amikacine est faible allant de
0,966 a 1,39, mais pour I’antibiotique aztréonam le coefficient directeur en valeur absolue et
élevé 2,980 (la pente de la droite de régression est aigu (Tableau 19) signifié qu’on observe :

- les valeurs fortes de McFarland correspondent généralement aux valeurs faibles de la
zone d’inhibition.

- les valeurs moyennes de McFarland correspondent généralement aux valeurs moyennes
de la zone d’inhibition.

- les valeurs faibles de McFarland correspondent généralement aux valeurs fortes de la
zone d’inhibition.
Pour cette bactérie P. aeruginosa soi le coefficient directeur est faible ou aigu I’interprétation de

I’antibiogramme ne change pas avec tous les antibiotique testés (Tableau 20).

Tableau 21. Le modele linéaire pour chaque antibiotique utilisé avec Pseudomonas
aeruginosa 27853 (ATCC)

Antibiotiques Modéle linéaire Coefficient directeur
valeur absolue
Ticarcilline + acide clavulanique y =-1,003x + 12,32 1,003
Aztréonam y =-2,980x + 11,62 2,980
Ceftazidime y =-1,325x + 25,49 1,325
Ciprofloxacine y = -0,966x + 36,25 0,966
Amikacine y =-1,392x + 31,78 1,392




4.2 .- Intensité de linéarité McFarland-zone d’inhibition
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Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 22 suivant :

Tableau 22. Diametre de zone d’inhibition en mm et le coefficient de corrélation de Pearson (r)
pour Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)

Dilutions 1/11 1/9 1/4 1/3 1/2 2/3
Densité bacterienne (CFU/ML) | 19 x108 | 1,5x108 3x108 | 6x10° | 9x108 | 12 x108
McFarland 0,4 0,5 1 2 3 4
+ acide clavulanique 2 | 12 | u | 10 | 10 | 8
Coefficient de corrélation -0,96
Ceftazidime 24,5 24,5 24,5 23,5 22 19,5
Coefficient de corrélation -0,96
Ciprofloxacine 37 36 34 34 33 33
Coefficient de corrélation -0,86
Aztréonam 12 9,5 8,5 3,75 3,5 0
Coefficient de corrélation -0,96
Amikacine 32 30,5 30 29 28 26
coefficient de corrélation -0,97

Le signe de r indique le sens de la relation, et la valeur absolue de r indique I'intensité de

la relation c'est-a-dire la capacité a prédire les valeurs de diamétre des zones d’inhibition en

fonctions des valeurs de McFarland.

D’aprés le tableau 22, on constate que nous sommes en présence d'une corrélation

négative forte (c'est a dire le McFarland est fortement corrélé avec le diamétre de la zone

d’inhibition).

Egalement, il ressort de ces résultats que la valeur de r indique qui il y a une forte

capacité a prédire les valeurs de diametre de zone d’inhibition en fonctions de McFarland selon

le modele linéaire obtenu avec chaque antibiotique (voire le Tableau 19), et donc la connaissance

des valeurs de McFarland permet de prévoir les valeurs de diametre de la zone d’inhibition.

4.3.- Test de significativite

Pearson, t* : la valeur expérimentale du test de Student), pour chaque antibiotiques utilise et

puits on calcule le t M9 > apres le Tableau de Student (Annexe 01) avec un degré de

liberté (ddl) égale a n-2 et risque d'erreur o = 0,05.




Les résultats de test Student sont présentés dans le Tableau 23 suivant :
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Tableau 23. coefficient de corrélation de Pearson (r) et résultats de test de Student avec

Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)

Antibiotiques Coefficient de corrélation t* t théorique
Ticarcilline + acide clavulanique -0,96 6,8571429
Aztréonam -0,96 6,8571429

Ceftazidime -0,86 3,3706057 2,4469
Ciprofloxacine -0,96 6,8571429
Amikacine -0,97 7,9800937

Ces résultats ont montré que t*> t éoriaue qyec les cing antibiotique utilisé signifie que le

coefficient de corrélation a une signification statistique, et donc le résultat n'est pas le fruit du

hasard, donc les résultats sont significatif a 95%.

Tant qu’il y a une forte capacité a prédire les valeurs de diamétre de zone d’inhibition en

fonctions de McFarland selon le modéle linéaire obtenu avec chaque antibiotique et les résultats

généralement ne sont pas le fruit du hasard.

On peut calculer facilement les valeurs du diamétre des zones d’inhibitions tout en

utilisons le modele linéaire obtenu avec chaque antibiotiques, Les résultats sont présentés dans le

Tableau 24 suivant :




Résultats et discussion

Tableau 24. Interprétations des antibiogrammes selon le diamétre des zones d’inhibitions
calculé pour Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)
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D’aprés le tableau 24, on constate que I’interprétation de 1’antibiogramme reste la méme si
I’antibiogramme est réalisé par un inoculum allant de 0,125 a 5 degré de McFarland pour
I’antibiotique ceftazidime, et par un inoculum entre 0,125 et 10 degré de McFarland pour
‘ticarcilline + acide clavulaniquet, ciprofloxacine, aztréonam et amikacine. Malgré que les
recommandations de 1’OMS, EUCAST et CASFM exige un inoculum de 0,5 McFarland
(CASFM, 2017). Notre étude détermine exactement 1’intervalle de McFarland ou le résultat n’est

pas changé.

.



[[PARTIE II]]
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1.- 1a standardisation de I’inoculum

Résultats et discussion

Les concentrations bactériennes des dilutions de la solution mére de Staphylococcus

aureussont évaluées par turbidité, et sont exprimées par la mesure de la densité optique (DO) et

le Mc Farland. Le Tableau 25 montre les résultats obtenus:

Tableau 25. Résultats de la standardisation de 1’inoculum de Staphylococcus aureus 25923

(ATCC)
Solutionmereet | o, 12 | 13| 1/4 1/5 16 | 18| 1/9 1/10 | 1/11 | 1/12
les dilutions
DO mesurée
4620 nm 1213 | 1,141 | 0,76 | 057 | 043 | 032 |0.21]| 0,13 01 |0,07]0,04
DO Théorique 0,669 | 0582 | 0451 0,257 | 0,08-01
a 600 nm
DO Théorique 0,51- | 0,38- 0,14-
3625 nm 055 | 042 | 227031 017 | 008010
Mc Farland. 4 3 2 1 0,5 0,4
Densité bactérienne (x108 CFU/mL) | 12 9 6 3 15 1,2

2.- Résultats de I'antibiogramme

Les résultats de la sensibilite vis-a-vis les antibiotiques sont exprimée par le calcule de la

moyen du diamétre des zones d’inhibition et I'écart type entre les trois réplicas analytiques, les

résultats sont présentées dans les Figure 28, 29 et le Tableau 26 suivante :

Tableau 26. Résultats des antibiogrammes et les Ecartypes pour Staphylococcus aureus 25923

(ATCC)
Do 13 14 /5 v9 | 10 | v
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
DO Théorique (600 nm) 0,669 0,582 0,451 0,257 0,08-0,1
. 0,51- 0,08-
DO Théorique (625 nm) 0,55 0,38-0,42 | 0,27-0,31 | 0,14-0,17 0,10
0,33 0,23 0,21 0,113 0,128 0,093
0,21 0,19 0,14 0,13 0,17 0,13
0,27 0,21 0,175 0,121 0,149 0,111
- 25,5+6,5| 25,546,5 26,5+7,5 27+7 27+7 | 27,546,5
)
‘—j S :E 28,5+1,5 30+3 30+3 30+3 30,5+2,5|30,5+2,5
L] =
53_% ‘§ 26+1 26,5+1,5 27,5+2,5 | 28,5+2,5 |29,5+25| 30+2
2c o
§ (“3>’, @ 2719 27,25+8,75 | 28,549,5 | 28,5+9,5 29+9 | 29,5495
L (=}
E N 25+2 25,5+1,5 26%1 275+25 | 27,5425 | 27,525
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Figure 28. La variation de diametre de zone d'inhibition en fonction de McFarland chez
Staphylococcus aureus 25923(ATCC)

Les résultats illustrés dans le Tableau 26 et la figure 28, indiquent que le diameétre des
zones d’inhibition a diminué de 2 ou 4 mm au maximum avec tout les antibiotiques testés,
malgré que la concentration d’inoculum augment de 0,4 a 4 degré de McFarland. Ce resultats
montrent que 1’augmentation de I’inoculum a une influence légére sur le diamétre de la zone

d’inhibition.

Figure 29. Résultats des antibiogrammes pour Staphylococcus aureus 25923 (ATCC) (Photo
Originale)




3.- Interprétations des antibiogrammes

Résultats et discussion

Les mesures de diametre des zones d’inhibitions sont comparées soigneusement aux

valeurs critiques figurant dans les Tableaux 4, 5, 6 et 7, afin de les interpréter en plusieurs

catégories (S, I ou R). Les résultats sont présentés dans le Tableau 27:

Tableau 27. Interprétations des antibiogrammes selon le @ des zones d’inhibitions pour

Staphylococcus aureus 25923 (ATCC)

Dilutions 1/3 1/4 1/5 1/9 1/10 1/11
Densité bactérienne (CFU/mL) 12 x108 | 9 x108 | 6 x10% | 3 x10% | 1,5x108 |1,2 x108

McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4

S S S S S )

S ) ) S S S

S S ) S S S

S S S S S S

S S S S S S

Selon le Tableau 27 nous constatons une sensibilité de Staphylococcus aureus a tous les
antibiotique utilisé.

Il ressort de ces résultats aussi que le résultat de 1’interprétation d’antibiogramme reste le
méme de 0,4 a 4 degré de McFarland, malgré que I’OMS et la SFM exige pour les
antibiogrammes une concentration d’inoculum correspond au 0,5 McFarland. Pour les cing
antibiotiques utilisé le résultat d’ antibiogramme ne change pas (méme c’est on utilise une

concentration d’inoculum égale au supérieur a 0,5 McFarland).

4.- Analyse statistique
4.1.- Modélisation

Pour moduler la relation entre le McFarland et le diamétre de la zone d’inhibition, les
mémes étapes préceédentes ont été suivies. Les résultats ont été présenté sous forme des courbes
de tendance pour chaque antibiotique testé (les Figures 30, 31, 32, 33 et 34), avec I’affichage de

la barre d’erreur pour une valeur de 5%.
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Figure 30. Courbe de linéarité obtenue avec Céfoxitine testés contre Staphylococcus aureus

25923 (ATCC)
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Figure 31. Courbe de linéarité obtenue avec Gentamicine testés contre Staphylococcus aureus

25923 (ATCC)
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Figure 32. Courbe de linéarité obtenue avec Triméthoprime/sulfaméthoxazole (cotrimoxazole)
testés contre Staphylococcus aureus 25923 (ATCC)
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Figure 33. Courbe de linéarité obtenue avec Tétracycline testés contre Staphylococcus aureus
25923 (ATCC)
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Chloramphénicol
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Figure 34. Courbe de linéarité obtenue avec Chloramphénicol testés contre Staphylococcus
aureus 25923 (ATCC)

Les résultats obtenus (les Figures 30, 31, 32, 33 et 34) montent la présence d’un modele
linéaires (type Y=aX+b) reliant le diamétre de la zone d’inhibition et le McFarland, pour tous les
antibiotiques utilisés, et donc il y a une relation linéaire forte entre le McFarland et le diamétre
de la zone d’inhibition. Le type de cette linéarité est négative, et donc le diamétre de la zone
d’inhibition varie en sens inverse avec le McFarland.

Malgré que les valeurs de McFarland augment, le diametre des zones d’inhibitions
déminue légerement car le coefficient directeur en valeur absolue de la droite de
régression (correspond a la pente de la droite de régression) de chaque antibiotique utilisé est
faible, variée de 0,437 a 1,079 comme il présente dans le Tableau 28:

Tableau 28. Le modeéle linéaire pour chaque antibiotique utilisé avec Staphylococcus
aureus 25923 (ATCC)

Antibiotiques Modele linéaire Coefficient directeur
(valeur absolue)
Céfoxitine y =-0,551x + 27,50 0,551
Gentamicine y =-0,437x + 30,71 0,437
Triméthoprim_e/sulfaméthoxazole y = -1,079x + 29,96 1,079
(cotrimoxazole)

Tétracycline y =-0,643x + 29,46 0,643
Chloramphénicol y =-0,763x + 27,88 0,763




4.2.- Intensité de linéarité McFarland-zone d’inhibition

Les résultats sont présentés dans le Tableau 29 suivant :
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Tableau 29. les moyens de @ des zones d’inhibition en mm et le coefficient de corrélation de
Pearson (r) pour Staphylococcus aureus 25923 (ATCC

Dilutions 1/11 1/10 1/9 1/4 1/3
Densité bactérienne
(CFU/mL) 1,2 x10% | 1,5x108 3 x108 6 x10°8 9 x108 12 x108
McFarland 0,4 0,5 1 3 4
Céfoxitine 27,5 27 27 26,5 25,5 25,5
coefficient de corrélation -0,960
Gentamicine 30,5 30,5 30 30 28,5
coefficient de corrélation -0,866
Tr|methoprlm_e/sulfamethoxaz 30 295 28 5 275 26,5 26
ole (cotrimoxazole)
coefficient de corrélation -0,975
Tétracycline 295 | 29 | 285 | 285 | 27125 | 27
coefficient de corrélation -0,957
Chloramphénicol 215 | 215 | 215 | | 255 | 25
coefficient de corrélation -0,975

D’aprés le tableau 29, on constate que nous sommes en présence d'une corrélation

négative forte, c'est a dire le McFarland est fortement corrélé avec le diamétre de la zone

d’inhibition.

Les résultats obtenus (Tableau 28), montrent que la connaissance des valeurs de

McFarland permet de prévoir les valeurs de diametre de la zone d’inhibition.

4.3.- Test de significativité

Les résultats de test Student sont présentés dans le Tableau 30 suivant :

Tableau 30. coefficient de corrélation de Pearson (r) et resultats de test de Student avec

Staphylococcus aureus 25923 (ATCC)

Antibiotiques Coefficient de corrélation t* t théorique
Céfoxitine -0,96 6,857
Gentamicine -0,86 3,370
Triméthoprime/sulfaméthoxazole 0,97 7,980 2 4469
(cotrimoxazole)
Tétracycline -0,95 6,084
Chloramphénicol -0,97 7,980
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Ces résultats ont montré que t*> t Méonaue ayec Jes cing antibiotique utilisé signifie que le
coefficient de corrélation a une signification statistique c'est-a-dire que le résultat n'est pas le
fruit du hasard, donc les résultats sont significatif a 95%.

Tant qu’il y a une forte capacité a prédire les valeurs de diamétre de zone d’inhibition en
fonctions de McFarland selon le modéle linéaire obtenu avec chaque antibiotique et les résultats
généralement ne sont pas le fruit du hasard. On peut calculer dans ce cas la, les valeurs du
diamétre des zones d’inhibitions tout en utilisons le modele linéaire obtenu avec chaque

antibiotiques, Les résultats, sont présentés dans le Tableau 31 suivant :

Tableau 31. Interprétations des antibiogrammes selon le @ des zones d’inhibitions calculé pour
Staphylococcus aureus 25923 (ATCC)
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D’apres le tableau 31 on constate que I’interprétation de 1’antibiogramme reste la méme si
I’antibiogramme est réalisé par un inoculum de 0,125 a 12 degré de McFarland avec tous les
antibiotique utilisé. Notre étude détermine exactement I’intervalle de McFarland ou le résultat

n’est pas changé.

.



L)

S)

CONCLUSION GENERALE
ET PERSPECTIVES




Conclusion générale et perspectives

Dans ce travail, on s’est intéressé a la réalisation des antibiogrammes est de prédire la
sensibilité de trois souches bactériennes vis-a-vis de plusieurs antibiotiques. La méthode de
diffusion ou antibiogramme standard est la plus utilisée, cette méthode consiste & mettre un
inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations d'antibiotiques. Lorsque la
technique est parfaitement standardisée, les diametres des zones d'inhibition dépendent
théoriquement uniquement de la sensibilité des microorganisme. Un antibiogramme réalise de
maniére non standardisée est dépourvu de sens et donc donne un résultat non interprétative. Pour
éviter cela, nous conduit a vérifier I’effet de la concentration de 1’inoculum sur la zone
d’inhibition, pour trois bactéries, deux a Gram négatif: Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa et une a Gram positif : Staphylococcus aureus, avec cing antibiotiques utilisés avec
chaque souche bactérienne. Cette Vérification permet d'ajuster la densité de I'inoculum, et de
choisir judicieusement les concentrations a tester et de pratiquer une lecture correcte et
interprétative. L’influence de la concertation de 1’inoculum dans les lois de la diffusion est une
donnée classique, et il était prévisible que ce phénomene se manifeste dans le cas de
I’antibiogramme.

Nous avons préparé pour chaque souche six dilutions qui corresponde 4 0,4, 0,5, 1, 2, 3,
et 4 McFarland standardisé par un spectrophotometre. Dans les quinze minutes qui suit la
préparation on réaliser des antibiogrammes et la lecture est réalisée apres 24 d’incubation a 37
C°. Par la suite, on calculé les moyens de diameétre des zone d'inhibition sur la base de trois
réplica analytique. Les résultats montre que le diametre de la zone d'inhibition diminue en
fonction de I’augmentation de McFarland de 0,5 jusqu’a 6 mm pour tous les antibiotiques utilisés
avec les trois souches bactériennes, a l'exception de l'aztréonam (30 pg) qui a montré une
diminution du diametre de la zone d'inhibition de 12 mm (obtenu avec 0,4 MacFarland) a 0 mm
(obtenu avec 4 MacFarland) chez Pseudomonas aeruginosa. Malgré cette diminution, et quand
on compare les diametres aux valeurs critiques publiées par I'Organisation mondiale de la santé
on trouve que les résultats de I'interprétation restent les mémes, soit I’antibiogramme réalisé par
I’inoculum le moine concentré (4,0 McFarland) ou par le plus concentré.

Dans une deuxieme étape, nous avons modulé la relation entre la zone d’inhibition et le
McFarland, et nous avons constaté que la relation réponde a un modele liniére négative pour tous
les antibiogrammes réalises avec les trois souches testees, c'est a dire que le diamétre de la zone
d’inhibition varie en sens inverse avec le McFarland.

Pour déterminer l'intensité exacte de cette linéarité négative entre le McFarland et le
diametre des zones d’inhibition nous avons calculé le coefficient de corrélation de Person (r)
pour tous les antibiogrammes réalisés, et nous avons constaté que nous sommes en présence

d'une correlation négative forte, c'est a dire que le McFarland est fortement corrélé avec le

.



Conclusion générale et perspectives

diametre de la zone d’inhibition. Donc il y a une forte capacité a prédire les valeurs de diameétre
de zone d’inhibition en fonctions de McFarland selon le modele linéaire obtenu avec chaque
antibiotique.

Pour derniere étape, nous avons étudié le degré de significativité de la relation entre le
McFarland 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 réalisé, c'est-a-dire que le
résultat n'est pas le fruit du hasard, donc les résultats sont significatif a 95%.

Finalement, Pour une meilleure évaluation de I’effet de la concentration de I’inoculum
sur la zone d’inhibition il serait intéressant d’élargir 1’étude pour d’autre souches et d’autre
antibiotiques a fin d’voire de nouveaux tableau dans les quelle on montre I’intervalle de
McFarland sécurisé ou l’interprétation de I’antibiogramme reste la méme, et pour choisir
facilement les concentrations a tester et avoir une lecture interprétative, soit pour les condition de
travaille d’urgence ou méme pour les analyses courantes.

Il est a noter aussi que 1’antibiogramme est influencé par plusieurs facteurs comme le
milieu de culture, la température, le pH, etc. Il serait intéressant d’étudié plus profondément
I’antibiogramme dans les travaux futures pour avoir une vision claire et un résultat fiable pour
une meilleur gestion des soins sans avoir crier une résistance au antibiotiques chez les bactéries

et maitre la santé personnel et publique en danger.

.
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LoIS DE STUDENT

Annexes 01

Tables de Probabilités et Statistique

Si T est une variable aléatoire suivant la loi de Stu-
dent & v degrés de liberté, la table donne, pour w fixé,

la valeur 1.2 telle que

P{T| = ti—ayet =

Ainsi, #y._, /2 cst le quantile d’ordre 1 —«/2 de la loi de
Student 4 v degrés de liberté,

Annexe

10,900 [ 0,500 [ 0,300 [ 0200 [ 0,200 [ 0050 [ 0,020 [ 0,010 [ 0,001
1 | 0,1584 [ 1,0000 | 1,9626 | 3,0777 | 6,3138 | 12,7062 | 31,8205 | 63,6567 | 636,6193
2 | 0,1421 | 0,8165 | 1,3862 | 1,8856 | 2,9200 | 4,3027 | 6.9646 | 9,9248 | 31,5991
3 | 0,1366 | 0,7649 | 1,2498 | 1,6377 [ 2,3534 | 3,1824 | 4.5407 | 5,8409 | 12,9240
4 |0.,1338 | 0,7407 | 1,1896 | 1,5332 | 2,1318 | 2,7764 | 3,7469 | 4.6041 | 8,6103
5 | 0.1322 | 0,7267 | 1,1558 | 1,4759 | 2,0150 | 2,5706 | 3,3649 | 4,0321 | 6,8688
6 | 0,311 | 0,7176 | 1,1342 | 1,4398 | 1,0432 | 2,4469 | 3,1427 | 3,7074 | 5,9588
7 | 0,1303 | 0,7111 | 1,1192 | 1,4149 | 1,8046 | 2,3646 | 2.9980 | 3.4995 | 5,4079
8 | 0,1207 | 0,7064 | 1,1081 | 1,3968 | 1,8595 | 2,3060 | 2.8965 | 3.3554 | 5,0413
9 |0,1203 | 0,7027 | 1,097 | 1,3830 | 1,8331 | 2,2622 | 2,8214 | 3,2498 | 4,7809
10 | 0,1289 | 0,6998 | 1,031 | 1,3722 | 1,8125 | 2,2281 | 2,7638 | 3.1693 | 4,5869
11 | 0,1286 | 0,6974 | 1,0877 | 1,3634 | 1,7959 | 2,2010 | 2.7181 | 3.1058 | 4,4370
12 | 0,1283 | 0,6955 | 1,0832 | 1,3562 | 1,7823 | 2.1788 | 2,6810 | 3.0545 | 4,3178
13 | 0,1281 | 0,6938 | 1,0795 | 1,3502 | 1,7709 | 2,1604 | 2.6503 | 3.0123 | 4,2208
14 | 0,1280 | 0,6924 | 1,0763 | 1,3450 | 1,7613 | 2,1448 | 2,6245 | 2,9768 | 4,1405
15 | 0,1278 | 0,6912 | 1,0735 | 1,3406 | 1,7531 | 2,1314 | 2.6025 | 2.9467 | 4,0728
16 | 0,1277 | 0,6901 | 1,0711 | 1,3368 | 1,7459 | 2,1199 | 2.5835 | 2.9208 | 4,0150
17 | 0,1276 | 0,6802 | 1,0690 | 1,3334 | 1,7306 | 2,1008 | 2,5660 | 2.8082 | 3,9651
18 | 0,1274 | 0,6884 | 1,0672 | 1,3304 | 1,7341 | 2,1009 | 2.5524 | 2.8784 | 3,9216
19 | 0,1274 | 0,6876 | 1,0655 | 1,3277 | 1,7291 | 2,0930 | 2.5395 | 2.8609 | 3,8834
20 | 0.,1273 | 0,6870 | 1,0640 | 1,3253 | 1,7247 | 2,0860 | 2.5280 | 2.8453 | 3,8495
21 |0,1272 | 0,6864 | 1,0627 | 1,3232 | 1,7207 | 2,0796 | 2.5176 | 2.8314 | 3,8193
22 | 0,1271 | 0,6858 | 1,0614 | 1,3212 | 1,7171 | 2,0730 | 2,5083 | 2.8188 | 3,7921
23 | 0,1271 | 0,6853 | 1,0603 | 1,3195 | 1,7139 | 2,0687 | 2,4999 | 2.8073 | 3,7676
24 | 0,1270 | 0,6848 | 1,0593 | 1,3178 | 1,7109 | 2,0630 | 2,4922 | 2,7969 | 3,7454
25 | 0,1269 | 0,6844 | 1,0584 | 1,3163 | 1,7081 | 2,0595 | 2.4851 | 2,7874 | 3,7251
26 | 0,1269 | 0,6840 | 1,0575 | 1,3150 | 1,7056 | 2,0555 | 2.4786 | 2,7787 | 3,7066
27 | 0,1268 | 0,6837 | 1,0567 | 1,3137 [ 1,7033 | 2,0518 | 24727 | 2,7707 | 3.6896
28 | 0,1268 | 0,6834 | 1,0560 | 1,3125 | 1,7011 | 2,0484 | 24671 | 2,7633 | 3,6739
20 | 0,1268 | 0,6830 | 1,0553 | 1,3114 | 1,6001 | 2,0452 | 2,4620 | 2,7564 | 3,6594
30 | 0,1267 | 0,6828 | 1,0547 | 1,3104 | 1,6073 | 2,0423 | 2,4573 | 2,7500 | 3,6460
40 |0,1265 | 0,6807 | 1,0500 | 1,3031 | 1,6839 | 2,0211 | 2,4233 | 2,7045 | 3,5510
60 |0,1262 | 0,6786 | 1,0455 | 1,2058 | 1,6706 | 2,0003 | 2,3901 | 2.6603 | 3,4602
80 | 0,1261 | 0,6776 | 1,0432 | 1,2022 | 1,6641 | 1,9901 | 2,3739 | 2,6387 | 3,4163
120 | 0,1259 | 0,6765 | 1,0409 | 1,2886 | 1,6577 | 1.9799 | 2.3578 | 2.6174 | 3,3735

[ =« [0.1257]0,6745 [ 1,0364 | 1,2816 | 1,6449 [ 1,9600 | 2.3263 [ 2,5758

[ 32005

Lorsque v = o, ty ey Cst le quantile d’ordre 1 — «/2 de la loi normale A0, 1).

.
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Résultats des antibiogrammes 1 er essaie Escherichia coli 25922 (ATCC)
SM 2/3 12 1/3 1/6 1/12 1/14
1,009 0,69 | 0,496 | 0,302 | 0,172 | 0,05 | 0,012
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
" . 1,2
Densité cellulaire (CFU/mL) 12 x10° | 9 x10° | 6 x10° | 3 x10° | 1,5%10° | x10°
S 13 14 14 14 15 15
& 10
N 10 10 10 10 10
3
3 e 16 16 16 16 17 17
E.% 30 2 | 32 | 2 32 32
= 18
S 16 17 16 16 18
Annexes 03
Résultats des antibiogrammes 2 éme essaie Escherichia coli 25922 (ATCC)
SM 2/3 12 1/3 1/6 1/12 1/14
0,9 0,5 03 | 0,25 | 0,14 0,08 | 0,082
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
” : 1,2
Densité cellulaire (CFU/mL) 12 x10° | 9 x108 | 6 x108 | 3 x108 | 1,5x108 | x10°
S 19 19 20 20 20 20
& 9 10 | 10 | 10 10 10
S
=]
3 &
3 a 16 27 27 27 28 28
= 40 40 | 40 | 40 40 40
2. 18 20 | 20 | 20 20 20
Qo
=]
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Résultats des antibiogrammes 3 éme essaie Escherichia coli 25922 (ATCC)
SM 2/3 12 1/3 1/6 1/12 1/14
0,954 0,595 | 0,398 | 0,276 | 0,156 | 0,065 | 0,047
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
. . 1,2
Densité cellulaire (CFU/mL) 12 x10°8 | 9 x10° | 6 x10% | 3 x10°8 | 1,5%108 | x10°
S 16 16,5 17 17 17,5 17,5
§ 9,5 9,75 10 10 10 10
o
>
3 3
3 o 16 215 215 215 22,5 22,5
E. 35 36 | 36 | 36 36 36
=2 17 | 175 18 | 18 19 19
S
Annexes 05
Résultats des antibiogrammes 1 er essaie Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)
la solution mere et les dilutions SM 2/3 1/2 1/3 1/4 1/9 1/11
DO mesuré a 620nm 1,06 0,67 | 0,52 | 0,36 0,23 0,1 0,12
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
Densité cellulaire (CFU/mL) 12 1.2
x10% |9 x10%| 6 x10% | 3 x10% | 1,5x10% | x108
S Ticarcilline +
o acide 8 10 10 11 12 12
¢ clavulanique
. % Ceftazidime 19 21 24 24 24 24
S a Ciprofloxacine | 32 | 32 | 32 32 34 34
= Aztréonam | 0 | O 0 9 9 13
g Amikacine | 24 | 24 26 26 27 28
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Résultats des antibiogrammes 2 éme essaie Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)
la solution mere et les dilutions SM 2/3 1/2 1/3 1/4 1/9 1/11
DO mesuré a 620nm 0,93 0511 0,36 | 0,35 0,23 0,13 0,03
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
Densité cellulaire (CFU/mL) 12 1.2
x10% |9 x10®%| 6 x108 | 3 x108 | 1,5%x108 | x108
Q Ticarcilline +
& acide 8 10 10 11 12 12
ﬁ clavulanique
@]
5 2 Ceftazidime 20 23 23 25 25 25
32 Ciprofloxacine | 34 34 36 36 38 40
= Aztréonam | 0 | 7 | 75 | 8 10 11
§' Amikacine 28 32 32 34 34 36
Annexes 07

Résultats des antibiogrammes 3 éme essaie Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)
la solution mere et les dilutions SM 2/3 1/2 1/3 1/4 1/9 1/11
DO mesuré a 620nm 0,995 0,59 | 0,44 | 0,355 | 0,23 0,115 0,075
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
Densité cellulaire (CFU/mL) 12 12
x10% |9 x108| 6 x10® | 3 x10® | 1,5x108 | x108
S Ticarcilline +
2 acide 8 10 10 11 12 12
N clavulanique
38 Ceftazidime | 195 | 22 | 235 | 245 | 245 | 245
= g? Ciprofloxacine | 33 33 34 34 36 37
5 Aztréonam 0 3,5 3,75 8,5 9,5 12
s Amikacine | 26 | 28 | 29 30 30,5 32

@
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Annexe 08

Résultats des antibiogrammes 1 er essaie Staphylococcus aureus 25923 (ATCC)

SM 1/3 1/4 1/5 1/9 1/10 1/11
1,06 0,33 0,23 0,21 0,113 0,128 0,093
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
Densité cellulaire (CFU/mL) 12 x10® | 9 x108 | 6 x10® | 3 x108 | 1,5x10% | 1,2 x10®
) 32 32 34 34 34 34
ol
g 27 27 27 27 28 28
(@]
=
3 % 27 28 30 31 32 32
e
=
g 18 18,5 19 19 20 20
g 27 27 27 30 30 30
Annexe 09

Résultats des antibiogrammes 2 éme essaie Staphylococcus aureus25923 (ATCC)

SM 13 | u4 | 15 | 19 | 110 1/11
0,95 021 | 019 | 014 | 013 | 017 0,13
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
Densité cellulaire (CFU/mL) 12 x108 | 9 x108 | 6 x108 | 3 x108 | 1,5x108| 1,2 x108
S 19 19 | 19 | 20 20 21
ol
% 30 | 33 | 33 | 33 | 33 33
3 %
=4 25 25 | 25 | 26 27 28
-
= | 36 | 36 | 38 | 38 | 38 39
S 23 | 24 | 25 | 25 | 25 25
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Annexe

Résultats des antibiogrammes 3 éme essaie Staphylococcus aureus 25923 (ATCC)

SM 1/3 1/4 1/5 1/9 1/10 1/11
1,005 0,27 0,21 0,175 |0,2215| 0,149 0,1115
McFarland 4 3 2 1 0,5 0,4
Densité cellulaire (CFU/mL) 12 x108 | 9x10% | 6x10% | 3x10% | 1,5x108 | 1,2 x108
S 25,5 25,5 26,5 27 27 275
g 28,5 30 30 30 30,5 30,5
o
=
33 26 26,5 27,5 28,5 29,5 30
3~
% 27 27,25 28,5 28,5 29 29,5
5’: 25 25,5 26 | 275 | 275 275
Annexe 11

Courbes reprisent la variation de diametre de zone d'inhibition calculé en fonction de

McFarland chez Escherichia coli 25922 (ATCC)

@ 40,00
= \
= 35,00 ————
]
1>)
g 30,00 Céfalotine
2
-*_g 25,00
= \ Amoxicilline + acide
.S 20,00 clavulanique
= .
2 15,00 e Gentamicine
5]
g
N 10,00 ————— = Ciprofloxacine
t: ~
5,00
() ™ e Ampicilline
2 0,00 T T T T T T T T T T T T T T 1
NN TN O N0 OO A NS N
L T o T B B I o |

0,125
0,25
0,5

McFarland
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Courbes reprisent la variation de diametre de zone d'inhibition calculé en fonction de

Annexe

Annexe 12

McFarland chez Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)

40,00
o
3 3000 _i ===Ticarcilline + acide
] \ .
2 20,00 clavulanique
.g \\ e Ceftazidime
S 10,00 _\\
=
k= 0,00 T T 17 T T 11 T T 11 T T LT T——] e | i
- mmm\—iNmNmmo\—iva Ciprofloxacine
(7] N N d Do Ao B A B |
2 -10,00 +—F<

)

g \ e Aztréonam
$ -20,00
-u \
3 -30,00 ~ Amikacine

-40,00

McFarland
Annexe 13

Courbes reprisent la variation de diametre de zone d'inhibition calculé en fonction de

McFarland chez Staphylococcus aureus 25923 (ATCC)

le @ des zones d’inhibitions calculé

35,00

30,00

25,00

Céfoxitine

20,00

= Gentamicine

=Triméthoprime/sulfaméthoxaz

15,00

ole (cotrimoxazole)

== Tétracycline

10,00

5,00

Chloramphénicol

0,00 ;

0,125 0,5 2 4 6 8 10 12 14

McFarland
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