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Introduction  

La progression mondiale de la résistance aux antibactériens est actuellement un 

problème de santé publique (Spellberg et al., 2004).  

L’émergence et la propagation de la résistance aux antimicrobiens sont le résultat d’une  

pression sélective exercée par les antibiotiques et de la transmission de bactéries 

multirésistantes.  

Les bactéries multirésistantes sont des souches appartiennent à la flore hospitalière, 

responsable généralement des infections nosocomiales, c’est une population microbienne 

implantée dans les services et qu’on peut considérer comme un réservoir. 

Elle est composée des flores des malades, du personnel hospitalier, des germes, de 

l’environnement qui existent sur les sols, les objets, dans l’eau, les circuits de climatisation. 

La résistance bactérienne aux antibiotiques est une priorité de santé publique qui 

nécessite des actions concertées, tant en médecine de ville que dans les établissements de 

santé (Simonsen et al., 2004). 

Dans le cadre de la lutte contre l’apparition et la dissémination des BMR et BHR on a 

choisi la méthode de dépistage systématique des malades admis aux services de 

l’établissement public hospitalier Bachir Ben Nacer, Biskra 

Cette étude a pour objectifs la prise en charge optimale individuelle du patient en 

prenant en compte également la dimension humaine des soins délivrés et le nécessaire 

contrôle du risque de transmission croisée. 

Cette étude est basée sur les méthodes de laboratoire de détection des BMR et BHR et 

sur l’identification des patients porteurs des BMR et BHR responsables des infections et de la 

colonisation ou les porteurs sains des BHRe.  

Cette étude prospective a pour but en premier lieu de montrer l’importance de 

laboratoire de l’hygiène hospitalier dans l’identification de ces souches pour prendre les 

précautions d’isolement des porteurs des BMR et BHR afin d’éviter les infections croisées et 

les épidémies de BMR. Il est d’une grande importance que tout établissement de santé doit 

mettre en œuvre une politique active de lutte contre les BMR. 
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En effet la détermination phénotypes  des souches isolées nous permet d’évaluer le type 

et le mécanisme de résistance en se basant sur les profils de résistance aux bétalactamines et 

autres familles d’antibiotiques. 
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1.1. Définitions des antibiotiques  

Les antibiotiques sont définis comme : des agents antibactériens, des composés naturels 

ou synthétiques inactivant les micro-organismes spécifiques à faibles concentrations et qui 

sont capables d’inhiber leurs croissances ou les tuer (Ola, 2010). 

1.2. Origine des antibiotiques  

Les premiers antibiotiques étaient d’origine naturelle (Aminov, 2010). Actuellement la 

préparation et la fabrication des antibiotiques à usage médical  regroupent des composants 

d’origine synthétique et semi-synthétique. 

1.3. Les béta-lactamines  

Il existe plusieurs façons de classifier les antibiotiques, en se basant sur plusieurs critères : 

Leur structure chimique, leur mécanisme d’action sur la cellule bactérienne (la cible 

thérapeutique),la voie d’administration ; leurs origines et leur spectre d’activité spécifique. 

Mais les systèmes de classification les plus adaptés sont basés sur leur structure moléculaire, 

et leur mécanisme d’action (Calderon et Sabundayo, 2007). La cible d’action de l’antibiotique 

est l’un des caractères de base  de classifications, (Yves et Michel, 2009). On peut regrouper 

les différentes familles d’antibiotiques autour de quatre (par rapport aux mécanismes d’action 

principaux) (Van et al.,  2011).  Les bêta-lactamines ,les aminosides,les quinolones,les 

sulfonamides 

1.3.1. Définition des bétalactamines  

Les premiers antibiotiques utilisés en milieu  hospitalier vue leurs spectre d’action,  

leurs efficacité et leurs faible toxicité (Owens et Shorr, 2009). Il empêche la synthèse de la 

paroi bactérienne (Bimal, 2017). La structurale de base de cette famille est le  noyau b-

lactame ; qui peut se devise en quatre sous familles :   

1.3.2. Les groupes des betalactamines 

 1.3.2.1. Les pénames  

 C’est un cycle β-lactame associé à un cycle thiazolidine et sont les premiers 

antibiotiques synthétisés de manière industrielle (Kirkiacharian, 2010).  
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 1.3.2.2. Les céphèmes 

C’est une substitution de cycle thiazolidine de la pénicilline par un cycle   

dihydrothiazine .Elles sont classées en différents générations selon la date d’apparition de 

leurs analogues avec de nouvelles propriétés (Femandes et Amador, 2013).   

 1.3.2.3. Les monobactames   

Contrairement aux autres bêta-lactamines, le cycle de béta lactame est libre et n’est pas 

associé avec autres radicaux ; dont le spectre d’activité est très spécifique (actif contre les 

bactéries Gram négatif) (Skykes et al., 1981).  

 1.3.2.4. Les carbapénèmes      

D'autres modifications structurelles sont possibles du noyau du b-lactame (fig. 1) qui  

donne  naissance à la classe d'antibiotiques carbapénèmes et ont conféré un spectre d'activité 

plus large, y compris une activité contre les Gram négatif producteurs de b-lactamase 

(Brunton et al., 2017).  

 

 

 

 

Figure 1. Structures chimiques des bétalactamines (Nordmann et al., 2012)    

1.4. Modalité d’action des antibiotiques sur la cellule bactérienne  

Les antibiotiques agissent contre la cellule bactérienne  sur trois grandes catégories de 

cibles cellulaires (Yves et Michel, 2009).  

1.4.1. Action sur la paroi bactérienne  

Les bétalactamines agissent (action bactéricide) sur la paroi en inhibant la formation des 

liaisons peptidiques, surtout dans la dernière étape de la synthèse du peptidoglycane (Brunton 

et al., 2017). 

 

    Céphémes             Pénames           Monobactames   Carbapénémes  



Chapitre 1                                                                                                         Les antibiotiques                                                        

8 
 

1.4.2. Action sur la synthèse d’acide nucléique et de protéines   

Les aminosides sont  des antibiotiques qui exercent leurs effets en inhibant la synthèse 

de protéines bactériennes (Rachel et Kristina, 2019). L’action de ce type des antibiotiques est 

bactériostatique, le chloramphénicol agit contre la cellule par l’arrêt de la synthèse peptidique 

(Brunton et al., 2017). Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides agissent sur la 

synthèse de l’ADN (Gilbert et al., 2011).  

1.4.3. Action sur certaines  voies métaboliques essentielles pour la cellule 

bactérienne  

Inhibition compétitif de la dihydropteroate synthase, une enzyme impliquée dans la 

synthèse de l'acide folique (Talaro et Chess., 2008).  

1.5 Définition de la résistance aux antibiotiques   

L’utilisation appropriée ou inappropriée des antibiotiques est à l’origine de l’apparition 

de phénomène de résistance. Pour bénéficier d’un traitement optimal lors d’une infection 

bactérienne,  mais en contrepartie le risque d’apparition des souches résistantes est un risque 

qui contrebalance les qualités des antibiotiques. En effet leurs sur-indication et l’utilisation 

systématique et déraisonnée entraine l’apparition des souches devenue résistantes aux 

antibiotiques, ce phénomène porte le nom antibiorésistance (Leekha et al., 2008). Une 

bactérie est dite résistante lorsqu’elle réunit deux propriétés (François, 2003). 

 Possède une information génétique lui permettant d’élaborer des mécanismes 

d’échappement à l’action de l’antibiotique. 

 Réalise effectivement ces mécanismes.
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2.1. Mécanismes génétiques de la résistance aux antibiotiques  

Certaines espèces bactériennes sont  résistantes a quelques antibiotiques de manière innée (ou 

naturelle) le caractère de la résistance dans ce cas est porté sur le chromosome et l’on 

dénomme intrinsèque. Par contre nous constatons régulièrement que des bactéries initialement 

sensibles à un antibiotique deviennent résistantes. Ce changement dû à une modification 

génétique soit par  mutation, soit par acquisition de matériel génétique (un plasmide) à 

l’action des antibiotiques. On parle alors de résistance acquise (Yvon, 2009). 

2.1.1. Facteurs génétiques de la résistance  

2.1.1.1. La résistance chromosomique 

Elle est toujours liées à des mutations de l’ADN  bactérien lors de la réplication, ces 

mutations chromosomiques sont héréditaire et réversibles rare et spontanées.  

2.1.1.2. La résistance plasmidique  

Ce type de résistance est  très fréquentes présente 90% de résistance acquise qui se 

traduit par la production des enzymes spécifiques pour inhiber ou bloquer l’activité de  

l’antibiotique (Yvon, 2009). 

2.2. Les mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques  

Les bactéries synthétisent un ensemble des enzymes inactivant l’antibiotique ; ils 

peuvent être regroupés en trois grands types de mécanismes : 

2.2.1. Une altération de la pénétration de l’antibiotique dans sa cellule-cible 

(bactérie)  

Grace à un mécanisme qui bloque le passage de l’antibiotique vers le milieu intracellulaire 

dans ce cas l’antibiotique ne  traverse pas la paroi et/ou la membrane cytoplasmique pour 

exercer son effet bactéricide on parle alors de phénomène d’imperméabilité aux antibiotiques 

(Boutal. 2017).   

Exemple  

Les systèmes enzymatiques impliqués dans la résistance aux béta-lactamine par modification 

des systèmes de porines, ces systèmes sont considérés comme les canaux d’entrée pour les 
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bêta-actamines à travers la membrane externe. Leur modification permet donc d’empêcher 

l’entrée des béta- lactamines dans la bactérie. Chez les bactéries à Gram négatif une mutation 

dans la séquence du gène ompF codant pour une porine d’E.Coli entraîne une résistance aux 

b-lactamines (Léa et al., 2001). 

2.2.2. Une modification du métabolisme intracellulaire de l’antibiotique avec 

formation de catabolites inactifs  

Dans ce cas y aura une perte d’affinité de l’antibiotique vue plusieurs facteurs parmi 

lesquels :  

 Altération de la cible de beta-lactamines ; la modification porte sur les 

protéines liant les pénicillines ou PLP (Léa et al., 2001). 

 Une mutation sur le gène responsable de la cible spécifique qui rend  l’affinité 

de l’interaction avec l’antibiotique très faible  (Hooper, 2002).  

 Modification de la structure protéique de la cible par action de méthylation sur 

le ribosome (résistance aux macrolides) (Leclercq, 2002).    

2.2.3. Un changement de structure de la cible moléculaire de l’antibiotique la 

rendant insensible à ce dernier  

Ce processus est très répondu chez les entérobactéries responsables des infections 

nosocomiales  (Femandes et al., 2013) par la production d’un enzyme béta-lactamase qui 

dégrade les béta-lactamines parmi elles celles codées par le génes bla  (Léa et al. , 2001),  qui 

va modifier la structure moléculaire de l’antibiotique par action d’acétylation, 

phosphorylation ou adénylation (Bonomo, 2017),  donc ce dernier ne pourra plus se fixer à 

son cible. 

2.2.4. Autre mécanismes : Efflux ou l’excrétion de l’antibiotique  

Ce processus est basé sur des pompes protéiques (Webber et al., 2003) qui jouent un 

rôle essentiel dans l'extrusion de l’antibiotique vers le milieu extracellulaire (Bambeke et al., 

2000). Ce système conduit à une diminution de la concentration de l’antibiotique dans le 

milieu intracellulaire et responsable généralement à une multi-résistance. On peut le retrouver 

chez les bactéries Gram négatif et les Gram positif (Xian et al., 2016).  
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2.3. Classification des béta-lactamases   

2.3.1. Définition de bétalactamase  

Les béta-lactamases sont des enzymes produites par des souches bactériennes de 

grande d'importance clinique (Robert et al., 2007). Ils constituent un des principaux 

mécanismes de résistance aux antibiotiques de la famille bêta-lactamine. La production de ces 

enzymes joue un rôle très important dans l’apparition des souches bactériennes multi-

résistantes et hautement-résistantes fréquemment chez les bactéries Gram négatif notamment 

(Robert et al., 2007). Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa 

(Asad, 2013).     

2.3.2. Mode d’action de bétalactamase  

Ces enzymes dégradent  la fonction amine des béta-lactamine (fig. 2) par réaction 

d’hydrolyse, alors en fonction de groupe de bétalactamines hydrolysé on peut trouver : des 

béta-lactamases à spectre étendu (BLSE), des céphalosporinases, carbapénémases  et les 

pénicillinases. 

 

  

 

 

 

                                  

                 Figure 02 : Mode d’action de bétalactamase  (Jean et Joffin., 2001) 

2.3.3 : Les inhibiteurs de bétalastamase  

 Sont des substances produit par Streptomyces clavuligerus jouent rôle d’une inhibiteur 

chimique, développer pour lutter l’action de bétalastamase en protégeant le noyau de 

bétalactamines contre l’hydrolyse de ces enzymes.Les IBL les plus répondue dans le domaine 

pharmaceutique sont (figure. 3) :  l’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam (Drawz 

et Bonomo, 2010).  Mais peu actif sur les céphalosporinases. Il est employé en association 
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avec d’autres pénames : Acide clavulanique + amoxicilline = Augmention ,Acide 

clavulanique + ticarcilline = Claventin 

 

 

 

 

 

Figure 03. Structure chimiques des inhibiteurs de bétalactamase (Nordmann et al., 2012) 

 

2.3.4. Classification des béta-lactamases 

La classification des béta-lactamases est basée sur la structure et la fonction de ces enzymes 

(Bush., 2010). Selon Ambler ; on peut classer les béta-lactamases en fonction de leur 

séquence en acides aminés, on parle alors de la classification structurale (Ambler. 1980). 

Selon Bush-Jacoby-Medeiros; on peut classer les béta-lactamases en fonction de leur substrats 

et de leurs inhibiteurs  elles sont classées en 4 groupes (tableau. 1) (Thomas et al., 2007). 

Dans le domaine de la bactériologie clinique nous adaptons à la classification d’Ambler . 

Tableau 01 : Classification des bétalactamases (Thomas et al., 2007) 

Classification d’Ambler Caractéristiques 

Classe A Pénicillinases,elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines 

Classe B Métallo-β-lactamases, hydrolysent tous les béta-lactamines 

Classe C Céphalosporinases chromosomiques des bactéries Gram négatif 

hydrolysent préférentiellement  les céphalosporines. 

Classe D Oxacillinases, ces enzymes sont caractérisées par une hydrolyse 

rapide de l’oxacilline. 

Classification de Bush  Caractéristiques 

Classe 1 Céphalosporinases non inhibées par l'acide clavulanique 

Classe 2 Bétalactamase inhibée par les inhibiteurs de la bétalactamase  

Classe 3 Métallo-bêta-lactamases faiblement inhibées par tous les 

inhibiteurs classiques de la bêta-lactamase 

Classe 4 Pénicillinases non inhibées par l'acide claculanique  

 

 

Acide clavulanique Tazobactam Sulbactam 
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2.4 : Notions des bactéries multi-résistantes et hautement-résistantes  

Le terme de la multirésistance est très large, deux sens les plus communément acceptés de la 

multirésistance bactérienne tournent autour de bactéries qui sont résistantes à de nombreux 

antibiotiques ou qui sont résistantes à beaucoup plus d’antibiotiques que la connaissance du 

phénotype sauvage ne le laissait prévoir La multirésistance bactérienne résulte de 

l’accumulation de résistance à un nombre important d’antibiotiques appartenant à des familles 

variées et donc ayant des mécanismes d’action très divers.  (Serge, 2017)  

Enfin, les BHR évoluant sous un mode endémo-épidémique, ce qui caractérise ces bactéries 

est le fait qu’elles sont des commensales du tube digestif à fort potentiel de diffusion tant à 

l’hôpital qu’en ville, on parle alors de BHRe, « e » pour émergentes. Cette stigmatisation 

pourra être étendue au-delà des ERG et EPC quand émergeront de nouvelles BHR 

commensales du tube digestif, à fort potentiel de diffusion et porteuses de mécanismes de 

résistances transmissibles. (Magiorakos et al ., 2012)  

Selon l’organisation mondiale de la santé OMS et les normes de l’hygiène hospitalier, les 

BMR est les BHR sont classées comme suivant :  

Priorité 1 : critique 

 Pseudomonas aeruginosa, résistance aux carbapénèmes 

 Enterobacteriaceae, productrices de ß-lactamase à spectre étendu ou les 

entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisième génération 

Priorité 2: élevée 

  SARM  Staphylococcus aureus, résistance à la méthicylline, résistance intermédiaire 

ou complète à la vancomycine ; glycopepti-des-intermediate S. aureus GISA et vanco-

mycin-intermediate S. aureus, VISA. 

Priorité 3: moyenne 

 Streptococcus pneumoniae, insensible à la pénicilline (site web) 
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3.1. Matériel biologique 

3.1.1.  Souches de références 

Les souches de référence pour le contrôle de l’antibiogramme et autres caractères 

biochimiques ont été fournies par le laboratoire de bactériologie de l’établissement Public 

Hospitalier Docteur Saadane, Biskra  

 Escherichia coli ATCC 25922 

 Klebsiella pneumonie Kp BA 1705 

 Staphylococcus aureus ATCC 5923  

 Pseudomonas areuginosa ATCC 27853 

3.1.2. Souches isolées  

Différents  souches BMR et BHR étaient isolées à partir de 25 patients hospitalisés à 

l’établissement public hospitalier Bachir Ben Nacer, Biskra (tab. 2) dont les prélèvements 

sont d’origines rectale et nasale et de déférents services hospitaliers, l’étude était effectué 

pendant  3 mois de travail au laboratoire de microbiologie de CRSTRA Biskra. 

Tableau 02: Nombre des  souches BMR et BHR  isolées par service hospitalier 

Service 

hospitaliers  

Réanimation  sénologie Orthopédie   Chirurgie 

BMR  12 4 0 3 

BHR 4 1 0 0 
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3.2 Protocole expérimentale 

Nous avons choisi d’étudier la recherche de portage des BMR et BHR dans un 

établissement public hospitalier, pour cela on a choisi la méthode de dépistage systématique 

des patients à risque élevé de portage de BMR :  

 les patients de service réanimation  

  les patients ayant long séjourné hospitalière 

 Les patients, présentant une maladie chronique avec un motif d’hospitalisation 

antibiothérapie ou chimiothérapie. 

Suite à un protocole de l’hygiène hospitalier par le Centre National de Référence (CNR) 

des résistances  aux antibiotiques du l’Hôpital Kremlin Bicêtre (Le Kremlin Bicêtre, France) 

et la standardisation de réseau Algérien de surveillance de la résistance aux antibiotique nous 

avons sélectionné les étapes suivantes : 

3.2.1 Etapes de la préparation de milieu Driglaski  

- A partir d’un milieu déshydraté DRIGLASKI LACTOSE AGAR lot 102412201  lab 

Lioflichem bacterilogy products ;  on a confirmé que la qualité de milieu ne présente aucun 

aspect non habituel (changement de couleur et de texture par exemple).  

- La première étape était la dissolution, peser  53.0g de la poudre et la reconstituer dans 

un 1 litre d’eau distillée.  

- Chauffer jusqu’à la dissolution total avec agitation lente et régulière pour répartir les 

composant dans la gélose de façon homogène. 

-  Répartir la gélose dans des flacons de 200 ml. 

- Autoclaver à 115°C pendant 20 minutes. 
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3.2.2 Les antibiotiques utilisées  

3.2.2.1. Disques des antibiotiques pour antibiogramme cartouche : Bio-Rad 

Tableau 03 : Disques des antibiotiques pour antibiogramme. 

Antibiotique Charge de disque  Symbole 

Amoxicillin+A.Clavulanic  20 + 10 µg AMC 

Cefotaxime 30 µg CTX 

Ceftazidime 30 µg CAZ 

Amikacin  30 µg AN 

Ertapenem 10 µg EME 

Erythromycine  15 µg ET 

Ciprofloxacin 5 µg CIP 

Gentamicin 10 µg GN 

 

3.2.2.2 Antibiotiques en poudre pour préparation injectable (tab. 4) 

Tableau 04 : Antibiotiques en poudre pour  préparation injectable. 

Antibiotique (DCI) La dose (g) La marque 

Ceftazidime 1 Ceftazin laboratoire Unimed 

Céfotaxime 1 Ceftax laboratoire Sunpharma 

Ertapénéme 1 Ertapénéme laboratoire Anvanz 

3.2.3. Préparation de milieu de culture synthétique : sélectif pour l’isolement des 

BMR et BHR  

3.2.3.1.  Préparation de gélose DRIGLASKI + CEFTAZIDINE (GRIG+CAZ) : à la 

recherche des BMR  

- Dissoudre la poudre d’un flacon de 1 gramme de la CAZ dans 2.5ml d’eau distillée 

afin d’avoir une solution mère A  

- Une dilution en série de la solution mère A est ensuite effectuée pour atteindre une 

concentration finale A2.   



 Chapitre 3                                                                                                Matériel et méthodes                                                                         
                                                                                               

17 
 

- On ajoute 2 ml de la solution A2 diluée avec 200ml de gélose DRIGLASKI en 

surfusion  Après agitation rigoureuse, on coule le milieu dans des boites de Pétri de 8.5cm  

qui seront conservées à 4°C jusqu’à l’utilisation.  

N.B :  

Toutes les étapes de la préparation effectuent dans des conditions aseptiques. 

Mesure et ajustement de pH de milieu complète DRIG+ antibiotique à la fin de chaque 

préparation à l’aide d’un pH-mètre  et à température ambiante. 

Nous avons remarqué qu’après deux mois de conservation des boites à 4°C, 

l’antibiotique a pu maintenir son efficacité. 

3.2.3.2. Préparation de la gélose DRIGLASKI + CEFOTAXIME  (GRIG+CTX) : à 

la recherche des BMR et BHR 

- Dissoudre la poudre d’un flacon de 1 gramme de CTX  dans 10ml d’eau distillée afin 

d’avoir une solution mère B.  

- Une dilution en série de la solution mère B est ensuite effectuée pour atteindre une 

concentration finale B2.   

- On ajout 1 ml de la solution B2 dilué avec 200ml de gélose DRIGLASKI en surfusion. 

-  Après agitation rigoureuse, on coule le milieu dans des boites de Pétri de 8.5cm  qui 

seront conservées à 4°C jusqu’à l’utilisation. 

3.2.3.3 : Préparation de gélose DRIGLASKI + ZNSO4 à la recherche du métallo-

enzymes   (GRIG+ZNSO4)  

- Une solution aqueuse (solution C)  ZNSO4  à une concentration de 7g/l a été préparée 

- Une dilution en série de la solution mère C est ensuite effectuée pour atteindre une 

concentration finale C2. 

- On ajout 1 ml de la solution C2 dilué avec 200ml de gélose DRIGLASKI en surfusion  

- Après agitation rigoureuse, on coule le milieu dans des boites de Pétri de 8.5cm  qui 

seront conservées à 4°C jusqu’à l’utilisation.  
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N.B :  

Après la préparation des milieux de culture  (DRIGLASKI + antibiotique) ; pour 

vérifier l’activité de l’antibiotique dans le milieu , une étape de contrôle de qualité de milieu 

est effectuée  à l’aide d’une souche Escherichia coli ATCC 25922 sensible à tous les 

antibiotiques  comme un contrôle négative et une autre souche BMR  (déjà connue) comme 

une contrôle  positive . 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 04 :   Bactérie de la flore intestinale sur le milieu  DRIGLASKI  sans antibiotique 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 05 :   Une souche BMR  sur le milieu synthétisé DRIGLASKI + antibiotique (contrôle 

positive) 
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Figure 06 : Une souche ATCC Escherichia coli sur le milieu Synthétisé DRIGLASKI + 

antibiotique (contrôle  négative) 

3.3 : les prélèvements  

Les prélèvements de dépistage sont réalisés au niveau :  

 la  muqueuse nasale pour la recherche des SARM   

 la muqueuse rectale pour la recherche des BLSE et autres BMR  

3.3.1 Service concerné par le dépistage  

Notre travail est réalisé à l’établissement public hospitalier Bachir Ben Nacer Biskra ; le 

choix de service et de patients à prélever est fondamental car il va limiter notre recherche des 

souches BMR. 

3.3.2 Mode opératoire de prélèvements bactériologiques à la recherche des BMR : 

Les prélèvements (tab. 5) sont effectués par la technique d’écouvillonnage en fonction 

de la BMR recherchée :  
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Tableau 05 : Techniques de prélèvement selon les BMR rechercher 

Bactérie recherché Site Observation 

MRSA Staphylococcus aureus 

résistant à la méticilline 

Fosses nasales :          

1 écouvillon pour les 

2 narines  

Bien faire rouler l’écouvillon 

humidifie au niveau des 2 narines 

BLSE et autre BMR Rectum : 1 écouvillon  Introduire l’écouvillon au niveau 

rectal –totalité de la partie 

humidifiée- effectué une rotation  

- Placer les prélèvements dans un sac en plastique 

- Remplir la fiche de renseignement de patient  

- Les prélèvements est ensuite envoyé rapidement  au laboratoire de microbiologie dans 

une glacière. 

3.4. Culture et Isolement  

- Un pré-enrichissement des écouvillons est souhaitable avec un bouillon BGT qui va 

permettre à notre souche de se régénérer avant la mise en culture. 

- Les prélèvements rectaux sont ensemencés successivement sur les trois boites de 

gélose déjà préparé: DRIG+CAZ, Drig+CTX et Drig +ZnSO4 pour la recherche sélective des 

BMR, ensemencement effectué par  la technique des cadrans. 

- Les écouvillons de prélèvement nasal sont ensemencés sur la gélose Chapman pour la 

recherche des SARM, ensemencement effectué par  la technique des cadrans. 

-  Les boites sont incubées à 37°C pendant 24h. 

- Après 24 heures d’incubation, l’isolement des souches de :  

 Bacilles Gram négatifs résistantes à partir des prélèvements rectales. 

 Les staphylocoques à partir des prélèvements nasals. 
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3.5. Lecture des boites et identification  

Après avoir une culture pure, l’identification nous permet de mettre en évidence des 

caractères culturaux et un ou plusieurs propriétés biochimiques de bactéries recherchées 

(BMR), elle repose sur les caractères suivants :  

- La recherche d’enzyme coagulase pour les MRSA (prélèvements nasal) 

- Identification des Bacilles Gram négatifs par les tests suivant : TSI ; test oxydase ; 

Galerie API20E, Galerie 10S (prélèvements rectales) 

 

3.5.1 Examen macroscopique des caractères culturaux  

L’aspect des colonies dépend du milieu utilisé (tab. 6).  
 

Tableau 06 : Caractères macroscopique des souches sur les milieux de cultures 

Driglaski + antibiotique Chapman 

- Colonies jaunes : Utilisation du 

lactose par les bactéries, lactose + 

- Colonies bleues ou vertes : 

Absence d’utilisation du lactose par 

les bactéries, lactose - 

- Les colonies jaunes correspondent 

à des Staphylococcus aureus   

- Les colonies rouges correspondent 

à des Staphylococcus epidermidis 

3.5.2 Test TSI (Triple Sugar Iron) (tab. 7) 

C’est une gélose incliné semi-solide compose essentiellement de lactose, saccharose, 

glucose et de fer, il permet d’étudie la fermentation des sucres, d’apprécier la production ou 

non de H2S et de noter la production ou non de gaz. 

Tableau 07 : Technique et lecture de test TSI 

Test Technique Interprétation 

TSI Ensemencement  par piqûre 

centrale jusqu'à la base du tube 

puis par stries sur la pente, la 

lecture se fait après 24 heures 

d’incubation à 37°C. 

 

- Virage de couleur de milieu au jaune 

s’il y fermentation des sucres 

- Noircissement due à la production de 

H2s 

- Formation des bulles de gaz due au 

dégagement de gaz 
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3.5.3 Disque pour test d’oxydase  

Les disques oxydase sont utilisés pour détecter la présence de l’enzyme oxydase afin 

d’éliminer  la famille des Enterobacteriaceae, qui donnent des réactions négatives. 

Le test  est réalisé de façon très simple avec des disques prêts à l'emploi et l’imbiber 

avec de l’eau physiologique stérile.  Prélever une partie de colonie à étudier et l’étaler  sur le 

disque d'oxydase à l’aide d’une pipette Pasteur (ne pas utiliser la matière de métal). La 

réaction est observée dans les 5-10 secondes à 25-30 ° C. une coloration violet foncé apparait 

immédiatement sur le disque : test oxydase +  (Camille et Tec., 2007).  

3.5.4 Test de coagulase (pour les staphylocoques) 

La coagulase est un enzyme produit par l’espèce Staphylococcus aureus lie au 

fibrinogène plasmatique, provoquant la coagulation du plasma. 

Le test consiste à incuber un mélange de plasma oxalaté de lapin et de la souche 

suspectée à tester pendant 24 heures à 37°C. 

Observation de test coagulase (tab. 8)  

Tableau 08 : Lecture de test coagualse 

Observations  Lecture de test 

coagulase 

Espèce type  

Coagulation du plasma avec prise en masse 

totale après ½ heures et moins de 24heurs 

d’incubation  

Coagualse + Staphylococcus aureus 

Pas de coagulation  Coagualse - Autres espèces de 

staphylocoques  

N.B : Vu le manque de plasma oxalaté de lapin, on a remplacé avec un plasma citraté 

humain dont le taux de prothrombine (facteur de coagulation) est de 100%  

 

3.5.5 Galerie API20E  

- La galerie API20E (Biomérieux) est un système pour l’identification en utilisant une 

version miniaturisée et standardisée des 20 tests biochimiques conventionnels pour les 

entérobactéries et autres bactéries à Gram négatif.  
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- Il comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme  déshydratée, pour 

analyser le métabolisme d’une colonie bactérienne à identifier, ces microtubes sont inoculés 

avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. 

-  Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages 

colorés spontanés ou révélés par l’addition des réactifs. 

- Les résultats obtenus sont ensuite reportés sur une fiche d’identification, permettant 

d’obtenir un code propre à la souche étudiée, et l’identification se fait par consultation du 

catalogue de références fourni par Biomérieux ou par logiciel de l’informatique (la base de 

donné) (Guy et Jean.,  2006).  

3.4 Etude de mécanisme de résistance  

 3.4.1  Antibiogramme   

- L’antibiogramme est une technique de laboratoire de microbiologie visant à tester la 

sensibilité d’une souche bactérienne vis-à-vis d’un ou plusieurs antibiotiques.  

Il donnera donc des indications sur l’efficacité in vitro de ces antibiotiques. 

- Pour réaliser l’antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est 

effectuée à la surface d’une gélose de Mueller Hinton, des disques pré-imprégnés d’une dose 

connue d’antibiotique sont déposés à la surface de la gélose. 

- L’antibiotique diffuse à partir du disque en créant un gradient de concentration à partir 

le quel, on détermine le diamètre de la zone d’inhibition qui nous donne une estimation de la 

concentration minimale inhibitrice. 

- Les caractères de sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne est défini  à 

partir d’un tableau de référence publié par la standardisation de ministère de la santé 

(Francois, 2011).   

 

 

https://www.societedesecrivains.com/microbes-mi-demons-francoise-pariente-ichou.html
https://www.societedesecrivains.com/microbes-mi-demons-francoise-pariente-ichou.html
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 La technique (Guy et Jean. ,  2006)  

- Couler 25ml de la gélose MH dans une boite Pétri de 90cm de diamètre. 

-  Préparation de  la suspension à partir d’une culture pure et diluer  les colonies 

suspectés : 1/100 dans 10 ml de l’eau physiologique  

- Agitation de  la suspension bactérienne au vortex pour assurer son  homogénéisation   

- Ensemencer la suspension par écouvillonnage ; tremper l’écouvillon dans la 

suspension et l’essorer sur les bords, ensemencer la boite en frottant délicatement l’écouvillon 

sur la gélose 

- Placer les disques d’antibiotiques à l’aide d’une pince stérile 

- Laisser les boites 20 minutes à température ambiante pour permettre une pré-diffusion 

de l’antibiotique, puis les incuber pendant 18-24 heures à 37°C. 

N.B  

 On choisit les disques des antibiotiques en fonction des spectres d’activité (voir 

annexe) plusieurs antibiotiques seront nécessaire pour identifier un BMR et un BHR ; selon 

les recommandations de CNR et la standardisation on peut trouver : 

 Antibiogramme standard (liste 1)  

 Antibiotiques nécessaires qui orientent le schéma thérapeutique, dépond de type 

d’infection et de la prévalence de la résistance acquise  

 Tests complémentaires (liste 2)  

 Dont l’intérêt est épidémiologique, adapté pour identifier les BMR et les BHR et le 

mécanisme de résistance  
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 Lecture et interprétation :  

- Une souche sensible est une souche qui peut être atteinte par traitement à dose 

habituelle par voie générale 

- Une souche intermédiaire est une souche qui peut être atteinte par un traitement local 

par augmentation des doses par voie générale 

- Une souche résistante est une souche qui ne réagira probablement pas quel que soit la 

dose et le type de traitement (Avril et al., 2000).  

3.4.2 Test complémentaire pour la détection des BMR et BHR  

3.4.2.1  Méthodes indirectes   

 La recherche de synergie entre deux antibiotiques   

La démonstration phénotypique de la présence de β-lactamase à spectre élargie consiste 

à mettre en évidence une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant un 

inhibiteur de β-lactamase (l’acide clavulanique) et un disque de céphalosporine de 3ème 

génération (Drieux et al., 2008). 

- Technique  

Sur une gélose Mueller Hinton, ensemencée par la souche suspecté d’un BMR, un 

disque de ceftazidime (CAZ) et/ ou de céfotaxime (CTX) et un disque de AMC +, distant 

1,5cm. Incuber pendant 18 heures à 37°C.  

- Lecture  

La présence d’une BLSE est confirmée lors d’une  sensibilité diminuée à la C3G, 

associée à une zone d’inhibition élargie vers le disque contenant l’acide clavulanique. Ce 

phénomène met en évidence une synergie entre la C3G et l’inhibiteur de β-lactamase avec un 

profil dit en « bouchon de champagne »  (Tzelepi et al., 2000).  
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Tableau 09 : Lecture des souches BLSE sur antibiogramme 

Phénotype observé Mécanisme inféré Phénotype prédit 

AMC R CTX R 

Synergie AC+CTX 

BLSE R à tous les bétalactamines 
sauf céphéme et 

carbapénéme 
 

 Test double disque pour la confirmation de BLSE   

Technique :   

- Par la méthode de diffusion en gélose ; ensemencer les souches suspecté et on base 
dans la technique sur la présence et l’absence de l’acide clavulanique  (inhibiteur de 
bétalactamase) 

- Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G à une distance de 30mm (centre  
centre) 

- Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure à la température ambiante  

- Après une heure d’incubation ôter le disque d’AMC et le remplacer par un disque de 
CTX   

- Incubé la boite à 37°C pendant 24h 

N.B  

En cas de Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii on utilise le disque de 
ticarcilline + acide clavulanique  TCC avec un C3G. 

Lecture : 

- Le test est positive si le diamètre  d’inhibition autour de C3G appliquer après diffusion 
de disque AMC est supérieur ou est égale à 5 mm par rapport au diamètre d’inhibition autour 
du disque de C3G .  (Harada et al., 2008)  
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 E. test  

Il s’agit d’une bandelette d’antibiotique en gradient qui  permettre  de déterminer de 
façon précise la CMI. 

La technique :  

- à partir d’une suspension bactérienne des souches suspectées, préparé de même façon 

de l’antibiogramme, déposé la bandelette sur une gélose écouvillonnée, dont l’extrémité 

contient un antibiotique avec un gradient de concentration précis.  (Jolyguillou, 2006)  

La lecture :  

Après incubation, la CMI correspondra à la valeur lue au niveau de l’intersection entre 

la zone d’inhibition et la bandelette.  

3.4.2.2. Méthodes directes, le test CIM :( carbapenem inactivation method) : 

La détection des EPC par des tests phénotypiques n’est pas aisé car le niveau de  

résistance aux carbapénèmes est variable et peut parfois être à la limite du seuil de  sensibilité. 

L’ertapénème est le carbapénème offrant la meilleure sensibilité pour  la détection des EPC. 

Ainsi, d’après les recommandations de la standardisation, toute souche  présentant une 

diminution de sensibilité à l’ertapénème (CMI > 0,5 mg/L ou un diamètre d’inhibition < 

25mm; disque de 10 μg) par test de diffusion en gélose, est à considérer comme suspecte 

d’EPC et dérivés. Les entérobacteries productrices de carbapénèmases : Les espèces les plus 

fréquemment concernées sont : Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter 

cloacae et Citrobacter freundii. 

Technique :  

Le principe de ce test repose sur l’hydrolyse du méropénème contenu dans un disque  

chargé à 10 µg (Van et al., 2015).  

Après mise en contact pendant 2h avec la souche à tester, le disque est testé sur une 

souche d e E. coli sensible ATCC 29522.  
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Figure 07 : Protocole de la détection des carbapénimases par le test CIM méthode 

d’inhibition de carbapénimase. 

 

Lecture de test  

Si la souche produit une carbapénèmase, le méropénème est hydrolysé et la souche de 

E. coli ATCC pousse au contact du disque on dit alors test CIM positive.  

 A l’inverse, si la souche ne produit pas de carbapénèmase, le méropénème reste actif et 

une zone d’inhibition est visible on dit alors le test CIM est négative. (Gauthier et al., 2017)  

3.4.2.3. La recherche des MRSA typique à partir d’un antibiogramme :  

Selon Scheffers, D. et Pinho, M la présence des MRSA due à un caractère phénotypique 

sur l’antibiogramme dont la CMI de céfoxitine FOX est supérieure à 8mg/l et la zone 

d’inhibition est inférieur ou égale 21mm (disque de charge de  30 µg) et  la présence de 

pénicillinase + PLP 2a  issue de gène mecA. (Scheffers et Pinho., 2005)  

3.5  Conservation des souches  

Les souches ont été conservées à 4°C dans des géloses de conservation avec un disque 

d’inhibiteurs de bétalactamase afin de gardé l’activité de l’enzyme.
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Cette étude a été réalisée pendant 3 mois  à l’établissement public hospitalier Bachir 

Ben Nacer Biskra à la recherche de portage des bactéries multirésistantes (BMR) :  

- MRSA Staphylococcus aureus résistant à la méticilline 

- EBLSE entérobactéries productrices de bêta-lactamases à spectre étendu  

- BHR bactérie hautement résistantes  

- BHRe Les bactéries hautement résistantes émergentes 

Selon les recommandations de centre nationale de référence (CNR) ainsi que la 

littérature scientifique de réseau Algérien de surveillance de la résistance aux antibiotique 

(standardisation), il est a rappelé que les souches BHRe doivent êtres:  

1. Des bactéries commensales du tube digestif  

2. Présente un résistante à de nombreux antibiotiques  

3. Avec des mécanismes de résistance aux antibiotiques transférables entre bactéries 

4. Emergente selon l’épidémiologie connue  c’est-à-dire n’ayant diffusé que sous un 

mode sporadique ou un mode épidémique limité. (Magiorakos et al., 2012)  

On considèrera  alors  comme BHRe, 

- Parmi les bacilles à Gram négatif : Entérobactéries productrices de 

carbapénémases (EPC),  

- Parmi les cocci à Gram positif : E. faecium résistant aux glycopeptides (ERG) 

4.1 Les prélèvements  

Durant cette étude,  25 patients étaient prélevé :  

- Un prélèvement nasales à la recherche  de portage des MRSA, GISA et VISA 

- Autre prélèvement rectales à la recherche des EBLSE+ et EPC 

Les différentes souches bactériennes isolées pour chaque patient sont présentées dans le 

tableau 10. 
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Tableau 10 : Souches bactériennes isolées à partir des patients (25) à l’établissement public 

hospitalier Bachir Ben Nacer Biskra  

 

Patients et service  Natures de prélèvement  Souche isolé * 

X1 sénologie Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Klebsiella Pneumoniae 

X2 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Klebsiella Pneumoniae 

X3 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  A BMR/BHR 

X4 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  A BMR/BHR 

X5 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  A BMR/BHR 

X6 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  A BMR/BHR 

X7 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale   Escherichia coli 

 Klebsiella Pneumoniae 

X8 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Klebsiella Pneumoniae 

X9 réanimation Prélèvement nasal  SAMS 

Prélèvement rectale  A BMR/BHR 

X10 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  A BMR/BHR 

X11 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Escherichia coli  

Klebsiella Pneumoniae 

X12 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Escherichia coli  

X13 orthopédie  Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  A BMR/BHR 

X14 chirurgie Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  
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Prélèvement rectale  Escherichia coli  

X15 chirurgie Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Escherichia coli  

X16 sénologie Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  A BMR/BHR 

X17 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Klebsiella Pneumoniae 

X18 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Klebsiella Pneumoniae  

X19 sénologie Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Morgonella Morganii 

X20 sénologie Prélèvement nasal  SAMS 

Prélèvement rectale  Escherichia coli 

X21 sénologie  Prélèvement nasal  SAMS 

Prélèvement rectale  Pseudomonas aeruginosa  

X22 sénologie Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  A BMR/BHR 

X23 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Klebsiella Pneumoniae  

X24 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Pseudomonas aeruginosa  

X25 réanimation Prélèvement nasal  Staphylococcus épidermidus  

Prélèvement rectale  Pseudomonas aeruginosa  

Nombre totale des souches 

isolées 

44 souches 

 

- SAMS Staphylococcus aureus sensible à la méthécilline 

- A BMR/BHR absence de BMR et de BHR 

- *. Toutes les souches de Staphylococcus épidermidus isolées à partir du prélèvement 

nasal sont des souches sauvages qui peuvent acquérir dans le temps des résistances. 



 Chapitre 4                                                                                          Résultats et discussions 
                                                                                               

32 
 

D’après  le tableau 10, on remarque qu’il y a des variations dans le nombre des souches 

isolées en fonction de service hospitalier et la nature de prélèvement.  Voir la Figure 08. 

 

 

Figure 08 : Pourcentages des souches isolées selon les services de l’établissement 

public hospitalier Bachir Ben Nacer Biskra 

4.2 Identification des BMR et BHR isolées  

L’identification des BMR et BHR présentent dans ces prélèvements est effectué sur la 

base de plusieurs caractères ; culturels, biochimiques et phénotypiques. 
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 Caractères culturaux   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Galerie biochimique d’identification  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 2  
3 

Figure 09  : 1 Aspect macroscopique de culture d’Escherichia coli sur gélose DRIGLASKI+ CAZ 
                    2 Aspect macroscopique de culture de Pseudomonas aeruginosa sur DRIGLASKI+ CTX 
                    3 Aspect macroscopique de culture de Staphylococcus aureus sur gélose Chapman  

1 
3 

2 

Figure 10  : 1 Test TSI d’une souche ATCC Escherichia coli  
                    2 Galerie API 20 E, réalisée à partir d’une suspension de souche bactérienne  
                    3 Galerie API10S, réalisée à partir d’une suspension de souche bactérienne 
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 Autres tests d’identification :  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Etude de profil des antibiogrammes   

Les profils des antibiogrammes des souches isolées sont représentés dans le tableau 11. 

Ils sont déterminés selon les valeurs critiques décrites par la standardisation des tests de 

sensibilité aux antibiotiques à l’échelle nationale (le réseau Algérien de surveillance de la 

résistance aux antibiotiques)  

Tableau 11 : Résultat de profil des antibiogrammes des souches isolées. 

Patients/service AMC CTX CAZ MEM AK ET CIP BMR/BHR 

X1 

 Klebsiella 

pneumoniae 

13mm 

R 

9mm 

R 

<6mm 

R 

30mm 

S 

14mm 

R 

28mm 

S 

20mm 

I 

BLSE+ 

X3 Klebsiella 

pneumoniae 

13mm 

R 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

25mm 

S 

16mm 

I 

24mm 

S 

15mm 

R 

BLSE+ 

X7 Klebsiella 

pneumoniae 

8mm 

R 

10mm 

R 

<6mm 

R 

28mm 

S 

15mm 

I 

20mm 

I 

13mm 

R 

E.BLSE+ 

X7 Escherichia 

coli 

7mm 

R 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

12mm 

R 

11mm 

R 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

BLSE+ 

BHR+ 

1 

2 

Figure 11 : 1 Test coagulase  à la recherche de Staphylococcus aureus 
                   2 Test oxydase sur disques pour confirmer le caractère oxydatif de Pseudomonas aeruginosa 
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X8 Klebsiella 

pneumoniae 

11mm 

R 

6mm 

R 

6mm 

R 

14mm 

R 

11mm 

R 

08mm 

R 

<6mm 

R 

BLSE + 

X11 

Escherichia 

coli 

10mm 

R 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

30mm 

S 

17mm 

S 

22mm 

S 

12mm 

R 

BLSE+ 

X11 Klebsiella 

pneumoniae 

<6mm 

R 

13mm 

R 

<6mm 

R 

25mm 

S 

16mm 

I 

20mm 

I 

22mm 

S 

BLSE+ 

X12 

Escherichia 

coli 

<6mm 

R 

14mm 

R 

10mm 

R 

> 30mm 

S 

21mm 

S 

28mm 

S 

30mm 

S 

BLSE+ 

X14 

Escherichia 

coli 

12mm 

R 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

23mm 

S 

16mm 

I 

17mm 

R 

<6mm 

R 

BLSE+ 

X14 Klebsiella 

pneumoniae 

12mm 

R 

 

<6mm 

R 

7mm 

R 

26mm 

S 

28mm 

S 

19mm 

I 

21mm 

S 

BLSE+ 

X15 

Escherichia 

coli 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

22mm 

I 

17mm 

S 

18mm 

R 

10mm 

R 

BLSE+ 

X17 Klebsiella 

pneumoniae 

10mm 

R 

08mm 

R 

<6mm 

R 

18mm 

R 

12mm 

R 

13mm 

R 

18mm 

I 

BLSE+ 

X18 Klebsiella 

pneumoniae 

10mm 

R 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

15mm 

R 

16mm 

I 

12mm 

R 

15mm 

R 

BLSE+ 

BHR+ 

X19 

Morganella 

morganii 

12mm 

R 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

11mm 

R 

12mm 

R 

14mm 

R 

17mm 

I 

BLSE+ 

X20 

Escherichia 

coli 

11mm 

R 

10mm 

R 

<6mm 

R 

25mm 

I 

18mm 

S 

18mm 

R 

28mm 

S 

BLSE+ 

BHR+ 

X21 

Pseudomonas 

aeruginosa 

10mm 

R 

07mm 

R 

<6mm 

R 

12mm 

R 

12mm 

R 

14mm 

R 

15mm 

R 

BLSE+ 

BHR+ 

X23 Klebsiella 10mm 11mm 8mm 7mm 11mm 12mm 12mm BLSE+ 
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pneumoniae R R R R R R R BHR+ 

X24 

Pseudomonas 

aeruginosa 

07mm 

R 

10mm 

R 

<6mm 

R 

09mm 

R 

10mm 

R 

11mm 

R 

<6mm 

R 

BLSE+ 

BHR+ 

 X25 

Pseudomonas 

aeruginosa 

11mm 

R 

<6mm 

R 

<6mm 

R 

18mm 

R 

12mm 

R 

18mm 

R 

11mm 

R 

BLSE+ 

BHR+ 

 

- S : Souche sensible  

- R : Souche résistante  

- I : Souche a résistance intermédiaire 

Selon le tableau on remarque que :  

- Les 19 souches isolées présentent une résistance vis-à-vis la majorité des 

antibiotiques testés. 

- Les entérobactéries productrices de BLSE sont fréquemment résistantes au 

cotrimoxazole, aux quinolones et aux aminosides. 

4.3.1 Tests d’identifications phénotypiques des souches isolées  

Tous les  examens  d’identification phénotypique  effectués sont basés sur la méthode 

de diffusion en gélose. 
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4.3.1.1 La détection des BLSE  

Les BLSE désignent des bétalactamase produite par les entérobactéries entrainant une 

diminution de l’activité des céphalosporines de 3éme génération (CAZ.CTX) et des 

monobactames mais n’ayant aucune activités vis-à-vis des céphamycines ni des carbapénémes 

(Imp).  

D’après cette définition et les résultats de l’antibiogramme qui contient les diamètres 

des céphalosporines de 3éme génération (CAZ et CTX)  dans  tableau 11, tous les BMR 

isolées à partir du prélèvement rectal sont  des  BLSE. Cette résistance est due à un 

mécanisme enzymatique, peut être expliquée par la forte pression des céphalosporines de 

3éme génération dans l’hôpital comme traitement symptomatique, et autres facteurs de risque 

qui faveur la dissémination de ces souches. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 12 : Souches d’entérobactérie productrice de BLSE. Présence d’image de synergie 
entre AMC (inhibiteur de β-lactamase) et CTX, CAZ (C3G) 
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4.3.1.2 Le test double disque  

 Ce test devra être fait systématiquement devant : 

- Les souches qui présentent l’absence de l’image de synergie avec diminution de 

diamètre de C3G 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
Figure 13 : Test double disque positive. 

 

4.3.1.3 Détection des BHR : La recherche des EPC par le test CIM :  

D’après Grall N et al. la résistance à l’ertapénème due à une perte de porine chez des 

souches de EPC entérobactéries productrices de carbapénémases (Grall et al., 2011). Le test a 

été effectué chez tous souches suspecté d’un BHR qui présente diminution de sensibilité à 

l’ertapénème.  

AMC puis CTX  

CTX  
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La figure 14 donne un exemple de test CIM positif  des BHR isolées chez des patients  admis 

aux de service réanimation à établissement public hospitalier Bachir Ben Nacer Biskra. 

Figure 14 : Test CIM positive après la décharge de disque de l’ertapénéme par le 
carbapénimase 

 

- L’absence de la zone d’inhibition autour le disque de méropénème (MEM) due à la 

présence de carbapénimase.  Le diamètre de méropénème était toujours intermédiaire 

(15-22 mm) , un test complémentaire  Etest est souhaitable pour confirmation le 

mécanisme de résistance cette souche. 
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4.3.1.4 E.test  

L’E-test est une technique permettant de donner une mesure précise de la concentration 

minimale inhibitrice d’un antibiotique (CMI). 

D’après les résultats obtenus des ECP, le  Etest  permet de détecté les mécanismes de 

résistance de MEM des BHR isolées est dont la CM I 4 g/l 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Bandelette E.test pour détermination de CMI des souches BHR carbapénimase 

positive. 
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4.3.2 Répartition des BMR et BHR isolées selon le service 

Les malades du service de la réanimation présentent le nombre le plus élevé des souches 

de BMR et BHR  isolées  par rapport aux autres services (Figure 16). 

 

 

Figure 16 : Répartition (en nombre) des souches BMR et BHR  isolées selon les services de 

l’établissement public hospitalier Bachir Ben Nacer Biskra 

 

D’après la figue 16  les souches isolées de service réanimation  composés 

essentiellement de de BLSE et autre BHR.  Sur un total de 16 souches isolées de ce service, 

les bactéries ont été identifiées comme suivant :  

 E. coli 

 Pseudomonas aeruginosa  

 Klebsiella pneumoniae 

Les pourcentages de chaque espèce sont présentés dans la figure 17. 

 

12 

4 3 

4 

1 
0 

Réanimation Sénologie Churirgie

Répartition des BMR et BHR isolées selon les 

services  

BMR BHR
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Figure 17 : Les pourcentages des espèces de BMR et BHR isolées au service réanimation 

dans l’établissement public hospitalier Bachir Ben Nacer Biskra 

 

 

 

Figure 18 : Les pourcentages des espèces de BMR et BHR isolées au service sénologie dans 

l’établissement public hospitalier Bachir Ben Nacer,Biskra 

Les patients de service réanimation sont traités par antibiothérapie au cours de leur 

séjour au service ce qui favorise l’apparition de mécanisme de résistance aux antibiotiques. 

58% 
25% 

17% 

service reanimation 

Klebsiella pneumoniae Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

25% 

25% 25% 

25% 

service sénologie 

Klebsiella pneumoniae Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa Morganella morganii
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La fréquence le plus élevés  des BMR et BHR isolées est au service de la réanimation  

car la transmission croisée dans l’acquisition des BMR endémiques hospitalières et en 

réanimation est très facile selon Tschudine et  al (Tschudine et al., 2012)  

Harris et al ont évalué dans une cohorte prospective sur trois ans, selon des critères 

épidémiologiques et après analyse des souches bactériennes par électrophorèse en champs 

pulsé, que la transmission croisée d’E. coli BLSE était seulement responsable de 13 % des 

acquisitions de BMR (Harris et al., 2007) alors la première cause d’acquisition de BMR en 

réanimation est donc a priori une acquisition endogène par sélection d’un mutant résistant liée 

à la forte pression des antibiotiques. 

Alors ces résultats obtenues sont similaires et compatible avec l’étude de Harris et al 

(2007). 

4.3.3 L’incidence de portage des BMR et BHR selon les facteurs de risques chez les 

patients étudiés:  

Dans notre étude on a basé sur 2 principaux facteurs de risques : 

 Antibiothérapie  (prise d’antibiotique)  

 Chimiothérapie

 

Figure 19 : L’incidence de portage des BMR et BHR selon les facteurs de risques 

81% 

19% 

L’incidence de portage des BMR et 
BHR selon les facteurs de risques 

antibiothérapie chimiothérapie
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Selon  Lepelletiers et al les patients ayant des antécédents  d’hospitalisation sont des 

patients ciblaient pour le portage de BHR, alors les patients de service sénologie sont des 

cibles pour le portage vue des antécédents d’hospitalisation à des établissements hospitalier 

hors la Wilaya de Biskra (motif de Chimiothérapie). 

En effet il apparait un mécanisme de résistance induit par la chimiothérapie chez les 

patients de service sénologie, ceci favorise l’apparition de nouvelles résistances (Lepelletiers 

et al., 2013) 

De plus, les bactéries résistantes sont aisément transmises d’un malade à l’autre par les 

mains des soignants (transmission croisée) avec parfois relais par l’environnement. 

Alors  les sujets contacts des patients deviennent  porteurs de BHRe et eux-mêmes 

devenus porteurs de BHRe mais non détectés, on les appelle les porteurs sains qui  ont pu être 

à l’origine de transmission  croisée lors de leur réadmission dans un autre établissement de 

santé que celui de la transmission initiale.  

En fin, l’analyse de ces pourcentages permettra de dire que l’antibiothérapie  et 

l'automédication aux antibiotiques ainsi que les différences de pratique d’antibiothérapie sont 

des facteurs sélectifs  favorisant la résistance. 

C’est pour ces raison il faut rapidement de trouver les moyens de lutte et de suivi les 

précautions et les recommandations. 



                                                                                                                               Conclusion                                                               
                                                                                               

45 
 

Conclusion  

L’analyse phénotypique des BMR et BHR isolées est en faveur d’une production de β-

lactamase à spectre étendu (BLSE) avec une fréquence élevé au service réanimation alors que 

le phénotype carbapénimase est moins élevé. En ce qui concerne la présence des MRSA  n’a 

pas été retrouvée dans notre série. 

 La maîtrise de la diffusion des bactéries multi- ou hautement résistantes (BMR ou 

BHR) aux antibiotiques repose sur une double précaution ou une stratégie universelle de 

réduction de la prescription des antibiotiques et de prévention de la diffusion à partir des 

patients porteurs. 

Pour contrôler le risque de transmission croisée, il est capital d’identifier le réservoir ou 

le cible ce qui peut être mis en défaut. Puis des mesures dites « barrières » peuvent être 

associées pour lutter contre le risque de transmission croisée d’agent pathogène entre patients 

et soignants.  

Les précautions standard sont les notions fondamentales de l’hygiène hospitalière et qui 

sont applicable par tout professionnel de santé lors de la prise en charge de tout patient, alors 

que autres stratégies plus spécifiques ou complémentaires des précautions standard, sont 

recommandées pour des patients  présentant des maladies contagieuse  et qui portent  de BMR 

et BHR en situations  sporadique ou épidémique.  

Des précautions encore plus ciblées peuvent être proposées  à des populations 

particulièrement à risque, les porteurs sains par BHRe 

La  capacité de détection et d’identification des BMR et les BHR encore joue un rôle 

très important dans l’évaluation et la prolifération de ces souches. Elle repose essentiellement 

sur l’identification des malades porteurs BMR et BHR (les réservoirs ou les cibles), les 

techniques de prévention de la transmission (lavage des mains, politique de désinfection et 

d’élimination des déchets, antisepsie), mesures techniques dont l’application est favorisée par 

des décisions organisationnelles (séparation des malades porteurs et des malades indemnes). 

Le laboratoire de l’hygiène hospitalier assure ces activités par un groupe des gens 

compétant. Kim et al ont récemment démontré dans une étude monocentrique son faible 

impact dans l’acquisition de BMR en cas de bonne application des précautions standard par le 
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suivie des techniques de surveillance du portage et d’identification phénotypique et 

génotypique, ceux-ci évaluent l’impact de l’acquisition exogène à 30 % des acquisitions de 

BMR dans leur unité de réanimation (Kim et al., 2014)   

Enfin, cette étude attire l’attention sur l’importance de pratique de laboratoire de 

l’hygiène hospitalier dans la recherche systématique de portage des BMR et BHR dans tous 

les établissements publics hospitaliers pour diminuer le risque d’apparition de ces souches . 

Une étude épidémiologique adéquate dans les hôpitaux algériens en particulier dans le 

service de la réanimation afin de géré l'émergence et la dissémination des souches 

multirésistantes et hautement résistantes.  
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Milieu de culture gélose DRIGALSKI :  
 

Milieu d’isolement sélectif des bacilles Gram – peu exigeants. 
 

Composition 
 

Composant Quantité  (g/L) Rôle 
EXTRAIT DE VIANDE 3 

Apport de facteurs de croissance (bases 
azotées, acides aminées, vitamines) Extrait de levure 3 

Peptone 15 Source d’azote, de carbone et d’énergie 

Lactose 15 Source d’énergie + lecture d’un caractère 
biochimique 

Désoxycholate de sodium 
Cristal violet 

1 
0.005 

Agents sélectifs 

Thiosulfate de sodium 1 Source de soufre 

Bleu de bromothymol (BBT) 0,080 Indicateur de pH 

Agar 11 gélifiant 

pH 7,4  

 

Principe 
 

Agent sélectif : désoxycholate de sodium (sels biliaires) et cristal violet (colorant) 
 Inhibition des bactéries Gram +, sélection des bacilles Gram -. 

Caractère biochimique lu : utilisation du lactose comme source de carbone. 
 La lecture  de l’utilisation du lactose est possible grâce à la présence d’un indicateur de 
pH, le BBT. L’utilisation du lactose acidifie le milieu, ce qui est révélé par le virage de 
l’indicateur de pH à sa teinte acide (jaune). 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

ملخصال  

 أجشَج ولذ. مسخشفً إنً إدخانهم حم انزَه انمشضً مه انمؼضونت انحُىَت، اثنهمضاد انؼانُت انمماومت راث وانبكخُشَا انمخؼذدة انمماومت راث انبكخُشَا دساست ػهً انؼمم هزا َشكض

 نىظافت انذونُت انمؼاَُش وفك ػمم وخطت مىهجٍ نبشوحىكىل وفما لاوخمال الاساسُت انطشق ححذَذ هى انشئُسٍ هذفها أشهش 3 فخشة خلال انمجهشَت الأحُاء ػهم مخخبش فٍ انذساست هزي

 واصش به بشُش مسخشفً فٍ مشَضا 25 مه اخزث ػُىت 50 .انهضمٍ الاوبىب مخاط و الاوف مخاط مه ػُىاث اخز طشَك ػه نهمشضً انخهمائٍ انكشف مه اوطلالا انمسخشفُاث

 انمماومت انسلالاث ححذَذ َخم. انحُىَت اثنهمضاد انؼانُت انمماومت راث وانبكخُشَا انمخؼذدة انمماومت راث انبكخُشَا دساست 19 اخخُاس حم مؼضونت؛ بكخُشَت سلانت 44 بُه مه. بسكشة

 الإوضَماث نبؼض انخكمُهُت الاخخباساث مه وغُشها انحُىَت نهمضاداث صسع وسظ فٍ انظاهشٌ انىمظ كزنك و سلانت نكم انحُىَت نهمضاداث انخؼشَفٍ انمهف دساست خلال مه اوطلالا

 انمماومت راث وانبكخُشَا انمخؼذدة انمماومت راث انبكخُشَا أن ػهُها انحصىل حم انخٍ انىخائج أظهشث .انكشبابُىُماص و انبُخانكخماص اوضَم مثم انمخؼذدة، نلأدوَت انمماومت ػه انمسؤونت

 إنً دائمًا مماومخها آنُت حشجغ انخٍ انكشبابُىُماص اوضَم مثم مفشصة واخشي انبُخانكخماص اوضَم انمفشصة انهضمٍ الاوبىب بكخُشَا ػه  وػباسة انمؼضونت انحُىَت نهمضاداث انؼانُت

 َخم نم نزنك انطبُؼُت الأوفُت انمخاطُت مه جضء حمثم طبُؼُت سلالاث هٍ الأوف مخاط مه انمؼضونت انؼىمىدَت انمكىساث رنك ومغ). وكاسبابُىُمض بُخالاكخاماص وجىد( الأوضَمٍ انخؼبُش

 .نهمُخُسُهُه انمماومت انزهبُت انؼىمىدَت انمكىساث مه سلانت أٌ ػضل

 ,نهمُخُسُهُه انمماومت انزهبُت  انؼىمىدَت انمكىساث ,انكشبابُىُماص , انبُخانكخماص انحُىَت  نهمضادة انؼانُت انمماومت راث انبكخُشَا,انمخؼذدة  انمماومت راث انبكخُشَا : المفتاحية الكلمات

 

 

Résumes 

Ce travail porte sur l’étude des bactéries multirésistantes (BMR) et les bactéries hautementrésistante (BHR), isolées des 

patients admis au sein d’un établissement public hospitalier. Cette étude qui a eu lieu au laboratoire de microbiologie durant 

une période de 3 mois dont l’objectif principale est de déterminer les porteurs  des BMR et BHR selon le  protocole de 

travail de laboratoire de l'hygiène hospitalière basé essentiellement sur la recherche systématique de portage de BMR et BHR 

dans la flore nasal et digestive . 50 prélèvements prévenant de 25 patients hospitalisés à l'établissement public hospitalier 

Bachir Ben Nacer Biskra. Sur un total de 44 souches isolées ; 19 souches ont été sélectionnée pour l’étude de la 

multirésistance. L’identification des BMR et BHR est effectué par l’étude de profile d’antibiogramme et autres tests 

complémentaire pour la recherche de certains enzymes responsable de la multirésistance comme les betalactamases et les 

carbapénimases. Les résultats obtenus ont montré que les BMR et les BHR isolées sont des EBLSE et des EPC dont le 

mécanisme de résistance est toujours dû à une expression enzymatique (présence de bétalactamase et carbapénimase). 

Cependant les Staphylocoques isolées à partir de prélèvement nasal sont des souches sauvage fait partie de la flore nasal 

alors aucun souche MRSA n’a été isolée 

Mots clés : bactéries multirésistantes (BMR), les bactéries hautementrésistante (BHR), entérobactéries productrices de bêta-
lactamases à spectre étendu(EPC), entérobactéries productrices de carbapénèmases (EPC), Staphylococcus aureus résistant à 

Abstarct 

This work focuses on the study of multidrug-resistant bacteria (BMR) and highly-resistant bacteria (BHR), isolated from 

patients admitted to a public hospital. This study was conducted at microbioloy laboratory during a 3-month period whose 

main objective is to determine BMR and BHR carriers according to the protocol of laboratory work of hospital hygiene 

based mainly on research. systematic carriage of BMR and BHR in the nasal and digestive flora.50 samples taken from 25 

hospitalized patients at Bachir Ben Nacer Biskra public hospital. Of 44 isolated strains, 19 strains were selected for the study 

of multidrug resistance. The BMR and BHR are identified by the antibiogram profile study and other complementary tests 

for certain enzymes responsible for multidrug resistance, such as betalactamases and carbapenimases.The results obtained 

showed that the isolated BMRs and BHRs are EBLSEs and EPCs whose mechanism of resistance is always due to enzymatic 

expression (presence of betalactamase and carbapenimase). However, Staphylococci isolated from nasal swabs are wild 

strains is part of the nasal flora so no MRSA strain was isolated 

Key words: multidrug-resistant bacteria (BMR), highly-resistant bacteria (BHR), Carbapenemase-Producing 

Enterobacteriaceae, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus,  Enterobacteriaceae production of beta-lactamase. 

 


