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INTRODUCTION

Introduction

La résistance bactérienne aux antibiotiques représente aujourd’hui un enjeu de santé publique
a I’échelle mondiale, en raison de ses conséquences directes sur la morbidité et la mortalité.
Cette problématique est aggravée par une utilisation excessive ou inappropriée des
antibiotiques, ainsi que par la propagation rapide des résistances dans de nombreux pays.

En Algérie, on observe une augmentation inquiétante des infections causées par des bactéries
multirésistantes (BMR) dans les structures hospitaliéres, ce qui souligne ['urgence
d’approfondir la compréhension des mécanismes de résistance afin de mieux les maitriser
(Kalla et al., 2023).

Parmi ces BMR, deux groupes bactériens posent un probleme particulierement préoccupant :
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) et les entérobactéries productrices de
B-lactamases a spectre étendu (BLSE). Les souches de SARM se caractérisent par une
résistance a toutes les pénicillines et a la majorité des p-lactamines, en raison de leur plasticité
génomique, facilitéte par des éléments mobiles tels que les plasmides, transposons,
bactériophages ou cassettes chromosomiques. Cette capacité d’adaptation rapide compromet
I’efficacité de nombreux traitements (Alioua., 2015).

De leur c6té, les entérobactéries fréquemment impliquées dans des infections comme les abces,
pneumonies, méningites et cystites présentent également un fort potentiel de résistance. Leur
aptitude a devenir multirésistantes en fait une menace majeure, tant en milieu hospitalier que
communautaire (Diagne et al., 2018). L’émergence de souches résistantes aux céphalosporines
de troisiéme génération (C3G) s’explique principalement par 1’acquisition de génes codant
pour des BLSE, notamment TEM, SHV, CTX-M et leurs dérivés. Ces enzymes conférent une
résistance étendue a la majorité des PB-lactamines, a 1’exception des céphamycines et des
carbapénémes. Bien qu’elles soient partiellement sensibles aux inhibiteurs de [3-lactamases,
leur activité reste difficile a controler. Le fait que ces genes soient souvent portés par des
éléments génétiques mobiles, tels que les plasmides, favorise leur dissémination a grande
échelle, contribuant ainsi a la propagation mondiale de ces pathogenes (Bradford., 2001).

En Algerie, la situation est préoccupante, comme le souligne le Réseau Algérien de
Surveillance de la Résistance aux Antibiotiques (AARN), qui rapporte dans son dernier rapport
pour I’année (2022-2023) un taux national moyen de 42,5 % pour SARM avec une
préedominance dans les services de réanimation 53,25% et chirurgie 42,44%. Concernant les
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EBLSE, AARN rapporte une prévalence moyenne de 23,35% avec prédominance de Klebsiella
pneumoniae 68,10% en pédiatrie. Illustrant une forte dissémination de ces souches dans les
hopitaux et la communauté.
Face a ’augmentation continue des bactéries multirésistantes, la médecine moderne se heurte
a une véritable impasse thérapeutique. De nombreuses classes d’antibiotiques deviennent
inefficaces, et le développement de nouvelles molécules reste lent, colteux et limité face a la
capacité d’adaptation rapide des pathogenes (Ventola., 2015).
Cette crise mondiale pousse la recherche biomédicale a explorer des alternatives naturelles
dotées d’activités antimicrobiennes, notamment les produits issus de ’apithérapie comme la
propolis.
La propolis, une substance résineuse produite par les abeilles attire de plus en plus 1’attention
pour ses propriétés antimicrobiennes. Riche en flavonoides, phénols et acides aromatiques, a
I’origine de ses puissantes propriétés antibactériennes, antifongiques et antivirales (Silici et
Kutluca., 2005). Elle a une activité inhibitrice significative contre plusieurs souches
bactériennes résistantes y compris les SARM et certaines BLSE.
Grace a son potentiel thérapeutique large et sa faible toxicité, la propolis apparait ainsi comme
une piste prometteuse pour pallier les limites actuelles des antibiotiques classiques et contribuer
a lutter contre 1’antibiorésistance.
Dans ce contexte, nous proposons cette étude qui a comme objectifs :
e L’étude du profil épidémiologique des germes multi résistants SARM et EBLSE
isolés au niveau de la pédiatrie d’El Mansourah Constantine entre 2022 et avril 2025 ;
e Isolement, détection et étude du profil de résistance des souches SARM et des EBLSE
e Evaluation in vitro de l'activité antibactérienne de I'extrait éthanolique de la propolis

(EEP) vis-a-vis des souches sélectionnées comme étant SARM et EBLSE.
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Chapitre I : Généralités

Chapitre | : Généralités

1. Généralités sur Staphylococcus aureus
Les staphylocoques sont des Cocci a Gram positif, immobiles, non sporulés, réunis en amas,
aero-anaérobies facultatifs, catalase positive, oxydase négative, fermentent les glucides. On
distingue deux grands groupes de staphylocoques :
Les staphylocoques a coagulase positive (SCP), généralement considérés comme les plus
pathogenes dont le chef de file est Staphylococcus aureus.
Les staphylocoques a coagulase négative (SCN), qui sont incapables de produire de la

coagulase, réputés moins dangereux regroupant une vingtaine d’espéces (Gaél., 2012).

1.1 Taxonomie

Selon la 9eme édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, les staphylocoques sont
classes parmi les bactéries a coloration de Gram positive pauvres en GC (guanine-cytosine),
dans le phylum des firmicutes :

Regne : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espece : Staphylococcus aureus (Joffin et Leyral., 2001).

1.2 Habitat

Staphylococcus aureus est répandu dans la nature et vit souvent a 1’état commensal sur la peau
et les muqueuses de I’homme et des animaux a sang chaud.

Cependant, une fois éliminées dans le milieu extérieur, ces bactéries trés résistantes sont
fréquemment retrouvées dans I’environnement.

Le site de colonisation préférentielle de S. aureus chez I’homme est la muqueuse nasale. En
effet, 30 % des adultes hébergent S. aureus de fagcon permanente, 50 % de facon intermittente,
tandis que 20 % ne sont jamais porteurs. A partir des sites de portage, S. aureus colonise les
territoires cutanés en particulier, les zones humides (aisselles, périnée) et les mains.

La transmission intra ou interhumaine s’opére géneralement par contact direct (manuportage).
Plus rarement, elle peut étre indirecte a partir d’une source environnementale (vétements,

draps, matériels médicaux) (Wertheim et al., 2005).
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1.3 Caractéres bactériologiques

1.3.1 Caractéres morphologiques

S. aureus se présente sous 1’aspect de Cocci a Gram positif, de 0,8 a 1 um de diamétre, isolés,
en diplocoques, en tétrades ou groupés en amas evoquant I’aspect en « grappe de raisin ». Elle

est immobile, non sporulé.

Figure N° 1 : Aspect de S.aureus en microscopie électronique (X 10000)

(w.fr.m.wiktionary.org)

1.3.2 Caractéres culturaux

S. aureus est aérobie, anaérobie facultatif et pousse facilement sur milieu ordinaire. La
température de croissance optimale est de 37 °C (de 10 °C a 45 °C) et le pH optimal est de 7,5.
Mais de grandes variations de pH et de température sont tolérées.

La plupart des souches produisent un pigment jaune-citron.

S. aureus tolere le sel et pousse dans un milieu contenant 75 % de NaCl (milieu de
CHAPMAN) qui est utilisé comme milieu sélectif.

Les colonies apparaissent lisses, rondes, bombées, pigmentées en jaune. Une hémolyse de type

B est généralement présente sur gélose au sang de mouton. (Tristan et Rasigade., 2019).

1.3.3 Caractéres biochimiques

S. aureus possede une catalase, mais pas une oxydase. Il attaque le glucose, le mannitol et
nombreux sucres.

Il est indole —, acétoine +, urease +, réduit les nitrates en nitrites, le tellurite de potassium,

produit de I’ammoniaque a partir de I’arginine. (Oumar., 2013).

1.4 Pouvoir pathogéne

S. aureus cause principalement des infections de la peau et des tissus mous : abces, furoncle,
folliculite, impétigo, cellulite. Il peut également causer des infections profondes : endocardite,
péritonite, pneumonie nécrosante, bactériémie, méningite, ostéomyélite, arthrite septique et

infections des o0s, des articulations et des organes. Il est responsable de syndromes liés aux
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effets des toxines produites par la bactérie, par exemple le syndrome du choc toxique et
I’intoxication alimentaire.

Chez les patients hospitalisés, S. aureus, dont le SARM hospitalier, est le principal responsable
de plusieurs types d’infections nosocomiales, notamment des infections de plaies post-
opeératoires ou de cathéter, des pneumonies et des septicémies.

La diversité des tableaux cliniques provoqués par S. aureus est liée a la diversité des facteurs
de virulence qui peuvent étre hébergés par cette espece.
(https://publications.msss.gouv.qc.ca/msss/fichiers/guide-garderie/chap7-

staphylococcus-sarm.pdf)

1.5 Facteurs de virulence et physiopathologie de Staphylococcus aureus

S. aureus posseéde de nombreux facteurs de virulence : des protéines de surface ; des
cytotoxines ; des enzymes et des superantigenes.

Les différentes étapes de I’infection staphylococcique impliquent des panels différents de
facteurs de virulence : la phase initiale de I’infection requiert des protéines de surface pour lier
la matrice extracellulaire et coloniser les tissus, tandis que la phase de dissémination de
I’infection nécessite des exoprotéines.

Parmi les facteurs de virulence, on distingue donc des protéines de surface (adhésines) qui
permettent la colonisation de 1I’hdte, des facteurs qui conduisent au développement et a
I’extension de I’infection et des toxines spécifiques responsables de syndromes toxiniques

(Tristan et Rasigade., 2019).

1.5.1 Protéines de surface : Colonisation

S. aureus colonise la peau et les muqueuses en adhérant aux cellules et aux composants de la
matrice extracellulaire. S. aureus possede un grand nombre de protéines exposées a sa surface,
qui ont la capacité de se fixer sur des molécules de 1’hote. On parle ainsi d’adhésines.

Parmi ces protéines, les mieux caractérisées sont la protéine A, la protéine de liaison au
collagene de type I, Il et 1V, les protéines de liaison a la fibronectine et les protéines de liaison
au fibrinogene , Clumping factor (CIfA, CIfB)
(https://fmos.usttb.edu.ml/cours/pluginfile.php/24218/mod_resource/content/0/STAPHY
LOCOCCUS%20AUREUS.pdf).



https://publications.msss.gouv.qc.ca/msss/fichiers/guide-garderie/chap7-staphylococcus-sarm.pdf
https://publications.msss.gouv.qc.ca/msss/fichiers/guide-garderie/chap7-staphylococcus-sarm.pdf
https://fmos.usttb.edu.ml/cours/pluginfile.php/24218/mod_resource/content/0/STAPHYLOCOCCUS%20AUREUS.pdf
https://fmos.usttb.edu.ml/cours/pluginfile.php/24218/mod_resource/content/0/STAPHYLOCOCCUS%20AUREUS.pdf
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1.5.2 Facteurs protégeant la bactérie de la phagocytose

La majorité des souches cliniques de S. aureus produisent une capsule composée

d’exopolysaccharides qui, avec la protéine A, protégent la bactérie de la phagocytose et

favorisent ainsi I’extension de I’infection.

Un autre facteur, la coagulase, se lie a la prothrombine et forme un complexe appelé

staphylothrombine. Le complexe staphylothrombinique entraine la polymérisation du

fibrinogeéne en fibrine et la formation d’un caillot qui protége également la bactérie de la

phagocytose (Tristan et Rasigade., 2019).

1.5.3 Facteurs conduisant a I’extension de ’infection

>

Extension locale : S. aureus produit plusieurs toxines qui ciblent les membranes
cellulaires. On peut citer les hémolysines A, B et D et les toxines synergohyménotropes.
D'autres enzymes produites par S. aureus sont capables de degrader le tissu conjonctif et
favorisent I’extension du foyer infecté, dont les protéases, I’élastase et la hyaluronidase.
Diffusion hématogene : La diffusion hématogéne de S. aureus a partir du foyer primaire
se fait probablement par le biais de thrombophlébites locales ou la coagulase joue un réle
majeur. La coagulase entraine la formation d'un caillot autour des bactéries. La
staphylokinase, activateur du plasminogeéne en plasmine exerce un effet inverse a celui de
la coagulase. Elle conduit a la dislocation du thrombus riche en bactéries et ainsi a la
formation de localisations septiques secondaires.

Toxines

Exfoliatines : Les exfoliatines A et B sont a I’origine du syndrome d’exfoliation généralisé
et de ’impétigo bulleux staphylococcique.

Toxines super-antigéniques : Les super-antigenes sont un groupe de molécules capables
de provoquer une activation polyclonale des lymphocytes T.

Les toxines staphylococciques ayant une activité super-antigénique sont la toxine du choc
toxique staphylococcique (TSST-1) et les entérotoxines Aa E, G, et la U.

Leucocidine de Panton Valentine : La leucocidine de Panton Valentine ou PVL est une
toxine a deux composants agissant de facon synergique sur les membranes cellulaires
(toxine synergohyménotrope). In vitro, la PVL induit la lyse de plusieurs cellules
participant aux défenses de 1’hote comme les polynucléaires neutrophiles, les monocytes,
et les macrophages. Les souches de S. aureus PVL+ sont classiquement associées aux

infections cutanées (Tristan et Rasigade., 2019).
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2. Géneralités sur les Entérobactéries

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries Gram-négatif, responsables de
maladies de gravité variable en raison de mécanismes pathogéniques distincts. Elles regroupent
de nombreux genres biochimiquement et génétiquement apparentés, dont plusieurs sont
impliqués dans des infections primaires du tractus gastro-intestinal humain.

De plus, elles sont des causes majeures d'infections opportunistes, telles que la septicémie, la
pneumonie, la méningite et les infections urinaires. Ces bactéries constituent plus de 80 % des
germes isolés en laboratoire, parmi lesquels on retrouve fréquemment Escherichia,
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Morganella et Yersinia.
(Awvril et al., 2000)

Les entérobactéries sont une famille tres hétérogene pour ce qui est de leur pathogeénie et de
leur écologie. Les espéces qui composent cette famille sont en effet soit parasites (Shigella,
Yersinia pestis), soit commensales (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella sp), soit

encore saprophytes (Serratia sp, Enterobacter) (Decoster., 2005).

2.1 Classification

La taxonomie des entérobactéries a été révisée grace au séquengage de I’ARN 1685, rendant
obsoléte 1’ancienne classification basée sur les caractéres biochimiques.

Elles sont classées comme suit :

Reégne : Bacteria

Embranchement : Proteobacteria

Classe : Gamma Proteobacteria

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae

Cette famille comprend environ 40 genres, dont les plus cliniquement importants sont :
Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Proteus, Enterobacter, Serratia, Citrobacter,

Morganella, Providencia, Hafnia et Yersinia (Renaud., 2019).

2.2 Habitat

Le nom d’entérobactéries a été donné parce que ces bactéries sont en général des hdtes normaux
ou pathologiques, suivant les espeéces microbiennes, du tube digestif de ’homme et des
animaux. Mais ce caractére écologique n’est pas exclusif, on les retrouve également en
abondance dans I’environnement « sols et eaux » et participent aux grands cycles de

dégradation des matiéres organiques. (Mhaya., 2019)
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2.3 Caractéres bactériologiques

2.3.1 Caractéeres morphologiques

Les entérobactéries sont des bacilles Gram négatif, généralement courts (1 a 6 um), de forme
droite. Elles peuvent étre immobiles ou mobiles grace a des flagelles répartis sur toute la surface
(ciliature péritriche). (Renaud., 2019)

2.3.2 Caractéres culturaux
Les entérobactéries poussent facilement en aérobiose ou anaérobiose sur milieux ordinaires, a
35-37 °C. Aprés 18-24 h, les colonies mesurent généralement 1,5 a 3 mm. Certaines especes
(Shigella, Yersinia) ont une croissance lente nécessitant au moins 48 h.
Des colonies naines peuvent apparaitre chez des mutants déficients en facteurs de croissance,
nécessitant des milieux enrichis (sang, sérum). Sur gélose on peut obtenir différentes formes
de colonies :
> Les formes S (smooth), sont I’aspect habituel. Les colonies sont lisses, bombées,
brillantes et humides, elles sont a 2 a 4 mm de diametre.
> Les formes R (rough), s’observent surtout avec les souches ayant subi plusieurs
repiquages. Les colonies sont rugueuses, séches, a contours irréguliers et de teinte mate.
> Muqueuses, grandes (jusqu’a 10 mm), gelatineuses, souvent capsulées (ex. Klebsiella

pneumoniae). (Camille., 2021)

2.3.3 Caracteres antigéniques
Les entérobactéries possedent plusieurs types d'antigénes qui jouent un réle clé dans leur
identification et la réponse immunitaire.
> L'antigene O, présent sur la paroi cellulaire sous forme de lipopolysaccharides (LPS)
thermostables, responsable de la toxicité (endotoxine) et peut provoquer des symptomes
graves comme la fiévre et I'nypotension. Il permet de classer les bactéries en sérotypes
grace a des tests d'agglutination.
» L'antigene H, présent sur les flagelles des entérobactéries mobiles, est constitué de
flagelline thermolabile et permet également un diagnostic serologique.
» L'antigene K (ou Vi), situé sur la capsule, peut masquer I'antigéne O et est de nature
polysaccharidique.
> L'antigene de Kunin est un glycophospholipide spécifique des entérobactéries, et
enfin, les antigénes d'adhésines (fimbriae ou pili) sont impliqués dans I'adhésion des

bactéries aux surfaces (Douhan., 2021).
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2.3.4 Caracteres biochimiques

Les caractéres biochimiques des entérobactéries incluent leur capacité a étre aéro-anaérobies
facultatives, permettant un métabolisme flexible entre respiration et fermentation selon la
présence d'oxygene.

Elles fermentent le glucose et réduisent le nitrate en nitrite, tout en étant oxydase négatives.
La fermentation peut emprunter deux principales voies : la fermentation acide mixte, qui
produit des acides tels que l'acide lactique, acétique, et formique, et la fermentation
butanediolique, qui génére de 1’acétoine. Ces voies sont détectées respectivement par des
indicateurs de pH et la réaction VVoges-Proskauer.

D’autres tests biochimiques, comme la fermentation de sucres spécifiques, la production
d’indole, d’hydrogéne sulfuré et I’activité enzymatique (béta-galactosidase, uréase, gélatinase),
contribuent également & leur identification précise. (Camille., 2021).

Tableau N°1 : Principaux caractéeres biochimiques des Entérobactéries (Aberkane.,2024).

Glu |Lac |ONPG|Ind |VP |Cit |Mob |Uree | PDA | H2S

Escherichia |+ + + + - - + - - -
Citrobacter |+ + + - - + + - - +/-
Enterobacter | + + + - + + + - - -
Klebsiella + + + +/- + + - + - -
Serratia + - + - + + + - - -

Salmonella | + - - - - +/- + R _ T

Shigella + - +/- +/- - - - - - -

Proteus + - - +/- . +- |+ + + 1

Providencia | + - - + - + + T + _

Yersinia + - + +/- + - + + - -

Glu : Glucose, Lac: Lactose, Ind: Indole, Cit: Citrate, Mob: Mobilité, PDA: Phenylalanine
deaminase, ONPG: Ortho-Nitro-Phényl-Galactopyranoside, H2S: Thiosulfate.

2.4 Pouvoir pathogéne
Les entérobactéries peuvent étre pathogenes opportunistes, souvent rencontrées en milieu

hospitalier, ou elles causent des infections nosocomiales telles que des infections urinaires,
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pneumonies, infections de plaies et septicémie, principalement chez des patients affaiblis. Leur
fréquence croissante est liée a la présence de plasmides résistants aux antibiotiques, qui
favorisent leur sélection et perturbent 1’équilibre microbien. Elles peuvent aussi é&tre
pathogenes spécifiques, responsables de syndromes digestifs, d'infections urinaires et de
maladies comme la peste. (Maimouna., 2020)

» Escherichia coli
Appelée communément « colibacille » cette espece est commensale du tube digestif des
humains et des animaux a sang chaud.
Elle posséde des caractéres biochimiques particuliers permettant de la différencier des espéces
voisines. La production d’indole a partir de tryptophane, I’absence d’utilisation du citrate
comme source de carbone et I’absence de production d’acétoine (réaction de VVoges- Proskauer
négative) (Souna., 2011).
Les colibacilles, hdtes normaux de l'intestin, ne provoquent normalement pas de maladie.
Cependant, ils possedent un potentiel pathogéne qu'ils expriment dans certaines circonstances
(pathogénes opportunistes) (Aberkane., 2024). C’est une des espéces bactériennes les plus
souvent rencontrées en pathologies humaine (Souna., 2011).
Chez I’homme, E.coli peut étre responsable d’un nombre varié de pathologie. Toutefois, trois
types de syndromes majeurs résultent de I’infection par E.coli pathogenes : infections urinaires
(impliqué dans 80 % des infections urinaires), les infections digestives (diarrhées, infections
hépatobiliaires et autres), et les méningites néonatales et septicémies (Lagha., 2015).

» Klebsiella pneumoniae
Les Klebsiella sont trés répandues dans la nature (eaux, sols). Ce sont des commensaux du tube
digestif des animaux et de I'hnomme qui peut également en héberger dans I'oropharynx.
Les Klebsiella sont des entérobactéries immobiles et capsulées fermentent de nombreux sucres
avec production de gaz, mais elles ne sont pas protéolytiques. Sur milieu gélose, les colonies
sont caracteristiques : elles sont volumineuses, bombées, brillantes et tres visqueuses a cause

de la capsule (Souna., 2011)

On distingue 5 especes dans le genre qu'on peut différencier par des caractéres biochimiques.
L'espece type est Klebsiella pneumoniae tres répandu dans la nature (sol et eau), saprophyte
des voies respiratoires supérieures et il est I’agent des surinfections respiratoires.

Klebsiella pneumoniae est un pathogene a fort potentiel épidémique fréquemment impliqué

dans des infections sévéres. De nombreuses épidémies nosocomiales causées par cette bactérie

10
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ont eté décrites, notamment chez des patients hospitalisés dans des unités de soins intensifs
adultes ou pediatriques (Souna., 2011).
Sa capacité a accumuler des résistances rend son traitement difficile et contribue a une

morbidité et une mortalité élevées (Sonnet., 2020).

3. Généralités sur la propolis

3.1 Définition

La propolis, dont le nom vient du grec pro (devant, a I’entrée) et polis (ville), est une substance
naturelle produite par des abeilles ouvrieres spécialisees. Elle est issue de résines végeétales
sécretees par certains végétaux pour se défendre, notamment contre les champignons ou le
froid. Ces résines sont collectées par les abeilles sur les bourgeons, les feuilles, les tiges ou les
fleurs. Elles y ajoutent ensuite leurs propres sécrétions « cire, salive et enzymes (comme la 3-
glucosidase produite par les glandes hypopharyngiennes) » pour transformer cette matiere en
propolis, qu’elles utilisent pour protéger et assainir la ruche. Cette substance est donc d’origine

mixte, a la fois végétale et animale. (Debab., 2020).

3.2 Composition de la propolis

La composition de la propolis est trés variable selon I’environnement, la saison et la végétation
locale, pouvant contenir jusqu’a 300 composants. En général, elle est composée de 55 % de
résines et baumes, 30 % de cire, 7 % d’huiles essentielles, et 5 % de pollen et autres substances.
Elle contient aussi des acides, flavonoides, vitamines, minéraux (calcium, zinc, chrome) et
parfois des contaminants comme des pesticides ou des métaux lourds, selon la pollution locale.
Bien que les flavonoides aient été considérés comme les principaux composants actifs, des
recherches récentes ont mis en lumiére d’autres substances. Chaque propolis est donc unique,
mais sa composition reste stable dans le temps grace a la stabilité chimique de certains de ses

éléments (Preziosi., 2024).

3.3 Activités biologiques

La propolis possede une forte activité antibactérienne, attribuée principalement a sa richesse
en flavonoides, acides phénoliques et esters aromatiques. Elle agit a la fois sur les bactéries
a Gram positif comme Staphylococcus aureus, et sur certaines bactéries a Gram négatif
telles que Escherichia coli. Son mode d’action repose sur plusieurs mécanismes
perturbation de la membrane cellulaire, inhibition de la synthése des protéines et des
acides nucléiques, ainsi que la désactivation d’enzymes bactériennes. La propolis est

particulierement intéressante dans la lutte contre les bactéries multirésistantes, ce qui en fait
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un candidat prometteur pour le développement de nouvelles alternatives thérapeutiques face
a l'antibioreésistance croissante.

En plus de son effet antibactérien, la propolis présente une large gamme d’activités
thérapeutiques. Elle possede des propriétés antifongiques, efficaces contre diverses especes
de Candida et Aspergillus, ainsi qu’une activité antivirale, en inhibant la réplication de virus
tels que I’herpés, la grippe ou le VIH. Son effet antiparasitaire a été démontré contre des
protozoaires comme Giardia lamblia et Leishmania.

Gréce a sarichesse en flavonoides, la propolis agit également comme un puissant antioxydant,
protégeant les cellules contre le stress oxydatif. Elle exerce par ailleurs des effets
hépatoprotecteurs, en préservant la fonction hépatique face aux substances toxiques, et
montre une activité immunomodulatrice, capable de renforcer ou réguler la réponse
immunitaire. D’autres propriétés ont été rapportées, telles que des effets anti-inflammatoires,
cicatrisants, antitumoraux et neuroprotecteurs, renforcant son intérét en tant qu’agent

thérapeutique naturel polyvalent (Soltani., 2017).
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Chapitre 11 : Résistance aux antibiotiques

1. Définition

La résistance bactérienne aux antibiotiques correspond a 1’inefficacité d’un antibiotique a la
dose habituelle au site de I'infection. Elle peut étre due a des mutations génétiques ou a
I’acquisition de genes de résistance.

Une souche est dite résistante si elle continue a se développer malgré des concentrations élevées

d’antibiotique normalement efficaces pour ce type de bactérie. (Lemdani A., et al.2023)

2. Types de résistance

2.1. Résistance naturelle

Un caractére d’espéce qui touche toutes les bactéries de la méme espéce ou du méme genre
bactérien. Elle est stable et transmise & la descendance, elle a pour support génétique le

chromosome bactérien (Serge., 2017).

2.2. Résistance acquise

Les résistances acquises apparaissent lorsque les bactéries développent une capacité a résister
a un antibiotique qu’elles étaient auparavant sensibles. Cela peut se produire soit par la
sélection de mutants déja présents naturellement dans la population bactérienne, soit par
I’acquisition de nouveaux geénes de résistance via des mécanismes de transfert génétique. Ce
transfert peut se faire par ’intermédiaire d’¢léments mobiles tels que les plasmides, les
transposons ou les intégrons, ou encore par transformation, c’est-a-dire 1’absorption d’ADN

libre présent dans 1’environnement (Cavallo., 2005).

3. Mécanismes de résistance

Les bactéries ont su développer des mécanismes divers et variés afin d’inhiber 1’action des
antibiotiques utilisés en thérapeutique. Les principaux meécanismes sont I’inactivation
enzymatique, la modification de la cible de I’antibiotique, la diminution de la perméabilité de
la paroi bactérienne, et la mise en place ou la multiplication de systémes d’efflux (Tableau
N°2). Une méme souche bactérienne peut cumuler plusieurs de ces mécanismes (Mainardi et
al., 1996).
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Tableau N°2 : Les mécanismes de résistance et leurs conséquences (Sylvie, 2009)

Mecanismes de résistance Conséquences

Inhibition enzymatique Production d’une enzyme qui inactive ou
détruit I’antibiotique ;

Mécanisme de résistance le plus répandu.

Pompes a efflux Antibiotique éjecte de la cellule par transport

actif et site d’action devenant inaccessible.

Réduction de la perméabilité cellulaire Changements de perméabilité de la paroi ou de
la membrane bactérienne empéchant le

médicament d’atteindre sa cible.

Altération des sites de liaison ciblés par | Baisse de I’affinité de 1’antibiotique pour son

I’antibiotique site d’action.

4. Résistance aux p-lactamines

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés dans la pratique clinique courante
surtout dans le traitement des infections dues aux entérobactéries pour leur efficacité et leur
faible toxicite.

Elles regroupent plusieurs familles d’antibiotiques : les pénicillines, les céphalosporines (1re a
5e genération), les carbapénémes, les monobactames, ainsi que les inhibiteurs de p-lactamases.
Elles ont une structure chimique commune (un noyau f-lactame) correspondant a un
mécanisme d’action commun : ils agissent en inhibant la synthese de la paroi bactérienne en se
liant aux PLP (protéine liant les pénicillines), grace a leur structure imitant le D-Ala-D-Ala
(Renaud., 2019).

4.1. Résistance de S. aureus aux B-lactamines

La résistance des staphylocoques aux B-lactamines repose sur deux mécanismes principaux,
communs aux S. aureus et aux staphylocoques a coagulase négative (SCN).

Le premier est extrinséque, li¢ a la production d’enzymes qui inactivent I’antibiotique, et le
second est intrinseque, dii a la modification ou a ’acquisition de protéines de liaison a la

pénicilline (PLP). (Quincampoix et Mainardi., 2001)
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4.1.1 Résistance par production de p-lactamases (pénicillinases)

Une B-lactamase est une enzyme qui hydrolyse le cycle B-lactame des pénicillines, les rendant
inactives. L’existence d’une pénicillinase entraine une résistance a la pénicilline G et aux
pénicillines A (ampicilline, amoxicilline, etc.), aux carboxypénicillines (ticarcilline), et aux
uréidopénicillines (pipéracilline).

Ce mode de résistance est présent chez 90 % des isolats cliniques de S. aureus (Mainardi et
al., 1996).

Le géne blaZ codant pour les pénicillinases des staphylocoques peut étre porté soit par un
transposon soit étre chromosomique. La production de 3-lactamases peut étre constitutive ou,
le plus souvent, inductible. L’activité des B-lactamines est restaurée en présence d’un inhibiteur
de B-lactamases de type acide clavulanique, tazobactame ou sulbactam (Quincampoix et
Mainardi., 2001).

4.1.2 Résistance par une protéine de liaison a la pénicilline additionnelle : la PLP2a
Les PLP sont des protéines possédant une activité enzymatique (transpeptidases,
carboxypeptidases ou glycosyl transférases) impliquée dans la synthese de la paroi bactérienne

et possédant une affinité pour les B-lactamines. (Quincampoix et Mainardi., 2001).

4.1.3 Résistance a la méthicilline

La résistance a la méticilline, qui entraine une résistance a toutes les B-lactamines, est

déterminée par la présence d’un géne chromosomique (mecA) qui code pour une nouvelle PLP

qui code pour une PLP2a.

Cette PLP additionnelle a moins d’affinité pour les B-lactamines et en particulier pour la

méticilline, Ce mécanisme est présent chez les S. aureus résistant a la méticilline (SARM) et

chez les Staphylococcus a coagulase négative.

La PLP2a, ayant une faible affinité pour les bétalactamines, n'est pas affectée par ces

antibiotiques et permet ainsi a la bactérie de continuer la biosynthése de sa paroi. Cette

résistance est situee sur un élément mobile de résistance, la cassette SCCmec (Touaitia.,2016)
» Gene mecA

Le temps zéro de I’évolution des SARM est I’acquisition du géne mecA, fragment d’ADN de

2,1 kb codant une protéine liant la pénicilline additionnelle (PLP2a). Les souches de S. aureus

possédant le géne mecA sont donc résistantes a toute la famille des B-lactamines, notamment a

la meticilline ou a I’oxacilline. Le géne mecA est inclus dans un élément génétique mobile : la

cassette staphylococcique (SCCmec, staphylococcal cassette chromosome mec)

(Dumitrescu et al., 2010).
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4.2 Résistance des entérobactéries aux p-lactamines
Les entérobactéries peuvent développer une résistance naturelle ou acquise aux antibiotiques
de la famille des B-lactamines. Plusieurs mécanismes de résistance ont été identifiés, et ils se
classent principalement en trois catégories :
e Réduction de I'accumulation de I'antibiotique, due a une diminution de la
perméabilité membranaire ou a un systéme d'efflux actif.
e Altération de la cible des p-lactamines, rendant I'antibiotique moins efficace.
e Production d'enzymes capables d'inactiver les p-lactamines, mécanisme fréquent
chez les bacilles & Gram négatif. (Mhaya., 2019).
La résistance des entérobactéries aux B-lactamines est due principalement & la production
d’enzymes (B-lactamases) capables d’hydrolyser I’anneau (-lactame commun a cette classe

d’antibiotiques.

4.2.1 Résistance enzymatique des entérobactéries aux p-lactamines
Les B-lactamases se déclinent en plusieurs types selon leur spectre d’action :

e Pénicillinases

e Céphalosporinases

e BLSE (B-lactamases a spectre étendu)

e Carbapénémases

> PB-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes bactériennes apparues dans les
années 1980, issues de mutations de p-lactamases naturelles comme TEM-1, TEM-2 ou SHV-
1, ou transmises par plasmides.
Les BLSE possedent un spectre de substrat large qui comprend les pénicillines, les
céphalosporines ainsi que 1’aztréonam, mais qui épargne les céphamycines et les
carbapénémes. La trés grande majorité des BLSE sont des enzymes de la classe A d’Ambler
qui sont inhibées par I’acide clavulanique et le tazobactame.
Cette propriété se manifeste par une synergie entre les C3G, les céphalosporines de 4°™
géneration (C4G) ou I’aztréonam et 1’acide clavulanique. C’est sur ce phénomene de synergie
que reposent les différentes techniques de détection des BLSE de classe A, la plus courante
¢tant la recherche d’une <« image de synergie > entre un disque de C3G (ou C4G ou

aztréonam) et un disque contenant de 1’acide clavulanique (Cattoir., 2008).
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Elles sont classées selon deux systémes principaux :
e La classification d’Ambler, basée sur la structure moléculaire, distingue quatre
classes: A, B, C et D.
e Laclassification de Bush-Jacoby-Medeiros, fondée sur les propriétés fonctionnelles,
prend en compte 1’activité enzymatique et la sensibilité aux inhibiteurs. (Renaud., 2019
; Vora et al., 2009).
> Types de BLSE
Les principaux types de BLSE sont classés selon I’origine génétique, la structure
enzymatique et le profil d’hydrolyse.
e Les TEM et SHV (classe A) proviennent de pénicillinases modifiées par mutation,
capables d’hydrolyser les céphalosporines de 3e génération.
e Les OXA (classe D) dérivent d’enzymes a spectre étroit transformées par mutation,
avec une activité variable sur certaines -lactamines.
e Les CTX-M sont issues de génes environnementaux acquis par transfert, avec une forte
affinité pour le céfotaxime.
Avant 2002, les BLSE de types TEM et SHV étaient majoritaires, et étaient isolées en milieu
hospitalier, essentiellement chez Klebsiella pneumoniae.
Aujourd’hui CTX-M est la BLSE la plus souvent isolée dans le monde, notamment CTX-M-
15, qui est surtout retrouvé chez Escherichia coli dont la propension a transmettre son matériel
génétique est bien connue.
Ainsi, tandis que SHV et TEM demeuraient principalement cantonnés a I’hopital, de son coté
CTX-M diffusait beaucoup plus largement dans la communauté, notamment au cours

d’infections urinaires et de bactériémies (Renaud., 2019 ; Cattoen., 2011).

5. Résistance aux aminosides

Les aminosides forment une famille homogene d’antibiotiques a action bactéricide, utilisés
principalement dans le traitement des infections séveres. lls sont efficaces contre un large
¢ventail de bactéries, qu’elles soient a Gram négatif ou a Gram positif.
(https:/ivww.sfpediatrie.com/sites/www.sfpediatrie.com/files/medias/documents/aminosi

des_afssaps.pdf)

Les aminosides bloquent la synthése des protéines en perturbant la lecture de I’ARN au niveau

du ribosome 30S, entrainant la mort cellulaire. lls agissent aussi sur la membrane, I’ADN et
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I’ARN. Leur efficacité dépend d’un environnement aérobie et peut étre réduite par un pH acide,

des biofilms ou des debris cellulaires. (Pauline., 2019).

5.1 Résistance de Staphylococcus aureus aux aminosides

La résistance aux aminosides repose sur trois mécanismes principaux : des mutations modifiant
la cible ribosomale, des altérations du transport de 1’antibiotique, et surtout 1’inactivation
enzymatique. Cette derniére, fréquente, est due a des enzymes codées par des génes mobiles,
qui modifient la molécule par phosphorylation, nucléotidylation ou acétylation (Hajjej., 2016).

5.2 Résistance des entérobactéries aux aminosides

Le mécanisme de résistance principal aux aminoglycosides est ’acquisition d’enzymes
bactériennes qui modifient les antibiotiques par acétyltransférase (AAC), adényltransférase
(ANT) ou phosphotransférase (APH).

La diminution de I'accumulation de I’antibiotique est un autre mécanisme majeur de résistance.
Les bactéries peuvent exprimer des systemes d’efflux qui résultent d’une accumulation réduite
des aminosides a I’intérieur de la cellule.

La méthylation de I'ARNr 16S au sein de la sous-unité 30S des especes comme Escherichia
coli et Klebsiella altére la fixation des aminosides, ce qui bloque leurs activités
antimicrobiennes (Doi et Arakawa., 2007).

La résistance aux aminosides peut étre due a des mutations ou a la méthylation de I’ARN 16S,
empéchant leur fixation sur le ribosome. Les mutations conferent une résistance limitée
(streptomycine, spectinomycine), tandis que la méthylation, notamment par les enzymes
ArmA, RmtB et RmtD2, entraine une résistance élevée a presque tous les aminosides (sauf
la streptomycine). Ces genes, souvent portés par des plasmides conjugatifs, ont été détectés

dans plusieurs pays, y compris en Algérie (Khennouchi., 2016).

6. Résistance aux Macrolides

Les macrolides sont des molécules a propriétés antibiotiques bactériostatiques. Elles
constituent une famille d'antibiotiques capables de diffuser dans les tissus de lI'organisme et a
I'intérieur des cellules (https://sante.lefigaro.fr/sante/traitement/macrolides/mecanisme-
daction).

Les macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS), inhibent la synthese protéique en
stimulant la dissociation du ribosome et du complexe ARN de transfert-peptide. Cela entraine

une terminaison réversible de 1’élongation protéique.
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Les macrolides et les lincosamides (lincomycine et clindamycine) n’ont qu’une activité
bactériostatique sur les staphylocoques alors que les streptogramines (pristinamycine,
quinupristine—dalfopristine), qui résultent de I’association de deux composés A et B agissant

en synergie et possédant une activité bactéricide. (Quincampoix et Mainardi., 2001)

6.1 Résistance de Staphylococcus aureus aux Macrolides

Les cocci a Gram positif peuvent résister aux macrolides (MLS) par trois mecanismes
principaux : la modification de la cible, via la méthylation de I’ARN 23S par des enzymes
codées par les genes erm ; Pefflux actif, empéchant I’accumulation de I’antibiotique dans la
cellule grace aux genes msr, mef et vga ; et I’inactivation enzymatique, ou des enzymes
(hydrolases, acétyltransférases, phosphotransférases) modifient ou dégradent I’antibiotique,

ces mécanismes étant souvent portés par des plasmides (Quincampoix et Mainardi., 2001).

6.2 Résistance des entérobactéries aux Macrolides
Chez les entérobactéries, la résistance aux macrolides repose sur une faible perméabilité de la
membrane externe, l’expulsion active de 1’antibiotique par des pompes d’efflux, et

I’inactivation enzymatique via des phosphotransférases et des estérases. (Iredell et al., 2016).

7. Reésistance aux fluoroquinolones

Les quinolones et les fluoroquinolones sont des antibiotiques administrés par voie systémique
ou par voie inhalée, utilisés pour traiter des infections bactériennes au cours desquelles le
pronostic vital peut étre engagé (https://www.cnpm.org.dz/index.php/alertes-side/263-

guinolones-et-fluoroquinolones ).

7.1 Résistance de Staphylococcus aureus aux fluoroquinolones

Les fluoroguinolones perdent leur efficacité par mutations des génes des topo-isomérases
(gyrA/B, grlA/B) et par efflux via NorA, avec une résistance fréquente et croisée, surtout chez
les SAMR (>90 %) (Quincampoix et Mainardi., 2001).

7.2 Résistance des entérobactéries aux fluoroquinolones

La résistance des entérobactéries aux quinolones repose principalement sur des mutations
chromosomiques ciblant I’ADN gyrase et la topoisomérase IV, renforcées par des pompes
d’efflux et une moindre perméabilité membranaire. Depuis 1998, la découverte des genes
plasmidiques gnr a révelé une transmission horizontale de la résistance, élargissant sa diffusion
(Merens et Servonnet, 2010).
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8. Résistance aux Glycopeptides

Les glycopeptides constituent une famille d'antibiotiques dont les deux représentants
disponibles en médecine humaine sont la vancomycine et la teicoplanine. Ils agissent en
inhibant la synthése de la paroi bactérienne en bloquant la synthese du peptidoglycane.
(Bourgeois-Nicolaos et Guillet-Caruba., 2012).

8.1 Résistance de Staphylococcus aureus aux Glycopeptides

Les glycopeptides tels que la vancomycine et la teicoplanine inhibent la synthese de la paroi
bactérienne en se fixant a I’extrémité D-Ala-D-Ala du peptidoglycane. Bien qu’efficaces contre
les bactéries Gram positif comme les SARM, ils présentent plusieurs limites : activité lente,
variabilité de la CMI, mauvaise pénétration, toxicité, et apparition de résistances, souvent liées
a des échecs thérapeutiques (Touaitia., 2016). Staphylococcus aureus peut devenir résistant a
la vancomycine de deux manieres : par épaississement de la paroi (souches VISA ;
Staphylococcus aureus a sensibilité intermeédiaire a la vancomycine) (McGuinness et al.,
2017), ou par acquisition du gene vanA provenant des entérocoques, ce qui empéche la fixation
de I’antibiotique (Chang et al., 2003) (Courvalin., 2006).

8.2 Résistance des entérobactéries aux Glycopeptides

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux glycopeptides en raison de leur
membrane externe qui empéche l'acces des antibiotiques a leur cible. En revanche, les
entérocoques peuvent acquérir cette résistance via des genes plasmidiques, ce qui rend les

infections plus difficiles a traiter. (Deboscker., 2019).

20




MATERIEL
ET

METHODES




Chapitre 111: Materiel et Méthodes

Chapitre 111 : Matériel et Méthodes
1. Objectif

Il s'agit d'une étude rétrospective réalisée au laboratoire de Microbiologie de I’hdpital
pédiatrique d’El Mansourah de Constantine, sur une période de trois ans allant de 01/2022 a
04/2025. Complétée par une étude prospective d’un mois, du 2 mars au 2 avril 2025.
Les données ont été¢ recueillies a partir des registres et des fiches d’antibiogramme du
laboratoire de microbiologie. Elles comportent les services hospitaliers, la nature des
prélevements, le sexe des patients, les bactéries isolées ainsi que les résultats des
antibiogrammes.
Les objectifs de cette étude consistaient a :
= Isoler des souches multirésistantes SARM et EBLSE ;
= Mettre en évidence la prévalence SARM et des EBLSE au niveau de la pédiatrie El
Mansourah Constantine ;
= Etudier le profil de résistance et de sensibilité de ces BMR vis-a-vis différentes familles
d’antibiotiques ;
= Evaluer in vitro de I'activité antibactérienne de I'extrait éthanolique de propolis (EEP)
vis-a-vis des souches selectionnées comme étant SARM et BLSE.
L’¢étude du profil de sensibilité aux antibiotiques et I’évaluation de 1’activité antibactérienne de
EEP ont été faites sur 10 souches BMR (4 souches SARM et 6 souches EBLSE) isolées au
cours de notre étude prospective.
Cette étude a été réalisées au Laboratoire de Microbiologie faculté des sciences de la nature,

Université de Constantine 1.

2. Matériel
2.1 Souches
Notre étude porte sur des bactéries multirésistantes SARM et des entérobactéries EBLSE f3-
lactamases a spectre étendu.
Ces souches ont éte isolées de divers produits pathologiques :
e Urine;
e Sang;

e Préléevements de Bactério-Générale
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2.2 EEP
La propolis etudiée est d’origine d’Ain Fakron (Oum El Bouaghi). L’extrait éthanolique de la
propolis (EEP) est réalisé au niveau du laboratoire de biomolécules et sélection végétale du

département de biologie Université de Oum EIl Bouaghi.

3. Méthodes

3.1 Isolement et identification des souches
L’isolement et I’identification des souches étudiées ont été réalisés par les techniques
conventionnelles classiques : examen microscopique, isolement sur milieu gelosé sélectifs

Chapman et Hektoen et identification biochimique.

3.1.1 Examen macroscopique
L’aspect des colonies est le caractére primaire utilis¢é pour orienter le diagnostic
bactériologique. L’examen macroscopique permet 1’observation a I’ceil nu de la taille, la forme,
et la couleur des colonies sur leur milieu sélectif.
L’isolement des souches Staphylococcus aureus s’effectue sur leur milieu sélectif Chapman.
L’incubation des bactéries se fait a 37°C pendant 18 a 24 h.
Sur la gélose Chapman, les colonies de Staphylococcus aureus sont généralement lisses,
rondes, de 1 a 3 mm de diamétre, bombées et opaques dégradant le mannitol (acidification du
milieu).
Elles présentent souvent une couleur or (jaune a jaune orange) due aux caroténoides et peuvent

étre hémolytiques (Verdier et al., 2012).

Photographie N° 1 : S.aureus

L’isolement des entérobactéries se fait par ensemencement sur leur milieu sélectif Hektoen.

C’est un milieu de culture sélectif et différentiel utilisé principalement pour 1’isolement des
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entérobactéries pathogenes telles que E.coli et Klebseilla pneumoniae. Grace a la présence de
sels biliaires et de colorants (bleu de bromothymol et fuchsine acide), elle inhibe la croissance
des bactéries a Gram positif et favorise celle des entérobactéries a Gram négatif. Ce milieu
permet de différencier les souches selon leur capacité a fermenter certains sucres (lactose). Le
milieu ensemencé, est incubé a 37°C° pendant 24 h.

Figure N°2 : Culture des Entérobactéries sur Hectoen

3.1.2 Examen microscopique

» Coloration de Gram
C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne
afin de distinguer les bactéries a GRAM positif des bactéries a GRAM négatif. Elle est

également réalisée pour déterminer la forme des cellules et le mode de regroupement.

3.1.3 Identification biochimique
» ldentification biochimique de Staphylococcus aureus
L’identification biochimique des souches de Staphylococcus aureus repose sur la détection de

I’activité catalasique et la mise en évidence de la coagulase libre.

e Recherche de la catalase
Le test catalase permet de détecter la présence de I’enzyme catalase chez une bactérie, qui
dégrade le peroxyde d’hydrogene (H,O-) en eau et oxygene selon la réaction suivante :
2H,0, + catalase — 2H,0 + O,
Lorsqu’on ajoute du H,O; a une colonie bactérienne, la formation immediate de bulles indique

une réaction positive. L ’absence de bulles indique une réaction négative. (Singleton., 2005).
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e Recherche de la coagulase
Le test de la coagulase permet de distinguer Staphylococcus aureus des autres especes
coagulase-négatives.
Staphylococcus aureus sécréte la staphylocoagulase, une enzyme qui active la prothrombine,
initiant la coagulation du plasma. La staphylocoagulase se lie au fibrinogéne, le clivant en
fibrine et formant ainsi un caillot. Si un caillot se forme dans les 24 heures suivant I'ajout de
bactéries au plasma, la réaction est positive, indiquant la présence de Staphylococcus aureus.

L'absence de caillot signifie une réaction négative. (Singleton., 2005).

» ldentification des entérobactéries

e Test d’oxydase
Ce test est utilisé pour identifier les microorganismes contenant 1’enzyme cytochrome oxydase
(importante dans la chaine de transport des é€lectrons). Il est a la base de 1’identification des
bactéries GRAM négatif.
Technique

v" Placer un disque d’oxydase sur une lame propre et stérile ;

v Déposer a I’aide d’une pipette pasteur une goutte de suspension bactérienne pure sur le

disque d’oxydase ;

v’ Les bactéries oxydases positives donnent rapidement une coloration violet foncé.

e Galerie classique Test IMVIC
Elle est composée d’une gamme de 4 caractéres biochimiques (test de L’ Indole, test au rouge
de Meéthyle, test de Voges proskauer et test au Citrate), particulierement utilisée dans

I’identification des entérobactéries.

v' Test d’indole
Le test d’indole permet de savoir si un organisme peut produire de I’indole a partir de
Tryptophane. En aérobiose, Escherichia coli dégrade le tryptophane en indole par
I’intermédiaire d’une tryptophanase. L’indole produit est révélé par le réactif de Kovacs.
Technique
On ensemence la souche a tester sur une eau peptonée exempte d'indole. Apres incubation de
24h a 37°C, on ajoute quelques gouttes du réactif de KOVACS.
Lecture

La présence d'indole se traduit par I'apparition d'un anneau rouge en surface.
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v Test au rouge de méthyle (RM)
C’est un test qualitatif qui permet de distinguer les entérobactéries fortes productrices d’acides

mixtes (RM+) des bactéries faiblement productrices d’acides (RM-).

Technique
Le milieu utilise est celui de Clarck et lubs. Aprés ensemencement et incubation a 37°C pendant

24h on ajoute 2 a 3 gouttes du réactif rouge de méthyl.

Lecture
Un résultat rouge (RM+) indique une réaction positive, tandis qu'une couleur jaune (RM—)

signale une réaction négative.

v Réaction de Voges-Proskauer (VP)
Elle permet de mettre en évidence la production d’acétoine (acétyl méthyle carbinol) a partir
du glucose. Cette voie fermentative définit le groupe des KES (Klebsiella, Enterobacter,

Serratia).

Technique
On réalise une suspension bactérienne en bouillon Clark et Lubs et on incube a 37°C. Apres
24h on ajoute VP1 et VP2 et on laisse agir pendant 10 a 15minutes.

Lecture

En milieu alcalin, I’acétoine se transforme en butandione qui réagit avec I’a-naphtol et donne
une coloration rouge.

L’apparition d’une couleur rouge indique une réaction VP positive (VP+), tandis que 1’absence

de changement de couleur correspond a une réaction VP négative (VP-).

v" Utilisation du Citrate de Simmons
Ce milieu permet de mettre en évidence I'utilisation du citrate comme seule source de carbone
et d'énergie. Le citrate est hydrolysé en acide pyruvique et CO2 qui réagit avec des composants
du milieu pour produire un composé alcalin faisant passer l'indicateur de pH (bleu de
bromothymol) du vert au bleu.

Technique
La pente du milieu citrate de Simmons est ensemenceée par une strie longitudinale.
Incuber a 37°C pendant 24 a 72 h (3a 5 jours).
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Lecture

L’utilisation du citrate se traduit par un développement bactérien accompagné d’un virage de

la couleur du milieu en bleu vert.

e Fermentation des sucres TSI
Le milieu de TSI (Triple Sugar Iron) est un milieu complexe tres utilisé dans 1’identification
des entérobactéries. Elle permet la recherche de plusieurs caractéres biochimiques. C’est un
milieu coulé en pente et en culot permet de mettre en évidence plusieurs enzymes capables de
dégrader le glucose, lactose et le saccharose ainsi que la production de gaz et de sulfure
d’hydrogene (H2S).

Technique
Le milieu est ensemence par piqure centrale dans le culot puis par des stries dans la pente puis
incuber a 37° C pendant 24h.

Lecture
L’utilisation de 1’un des sucres contenus dans le milieu se traduit par une acidification (virage
au jaune du rouge de phénol). La production de sulfure d’hydrogéne a partir du thiosulfate est
mise en évidence par la formation d'une coloration noire.

« Fermentation du glucose : culot vire au jaune ;

¢+ Production de gaz : décollement de la gélose du bas par la présence de gaz ;

% Fermentation du lactose et/ou du saccharose : pente vire au jaune ;

+ Production de sulfure d’hydrogéne : Formation d’une coloration noire entre le

culot et la pente ou le long de la piqre.

e Test ONPG
Il consiste a rechercher la présence de la R-galactosidase (enzyme permet la dégradation du
lactose en galactose et glucose).
On utilise comme substrat un analogue structural du lactose : Ortho-Nitro-Phényl-Galactoside
(ONPG) qui présente I’avantage d’étre hydrolysé en un produit coloré (Ortho-Nitro-Phénol :
ONP).

Technique
Mettre un disque d’ONPG dans une suspension bactérienne dense et incuber a 37°C pendant

30 minutes.
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Lecture
Si la bactérie posséde R-galactosidase on obtient du galactose et de 1’Ortho-Nitro-Phénol de

couleur jaune.

e Fermentation du mannitol (Mannitol Mobilite)
Gélose mannitol-mobilité (ou milieu gélosé a 0,4% d’agar) est une gélose molle ensemencee
par pigdre centrale. Contient du mannitol, du rouge de phénol et du nitrate de potassium. Elle

permet de rechercher aussi bien la fermentation du mannitol que la mobilité bactérienne.

Technique
Le milieu est ensemencé par piqure centrale puis incuber a 37°C pendant 18h.

Lecture

Les bactéries immobiles ne poussent qu’au niveau de la piqdre central alors que les germes
mobiles diffusent dans la gélose.

Le virage de la couleur au jaune indique la fermentation du mannitol et cela par acidification

du milieu.

e Recherche des enzymes métabolisme des protéines (Recherche de LDC, ODC et
ADH)
La recherche des trois enzymes : LDC (lysine décarboxylase), ODC (ornithine décarboxylase)

et ADH (arginine dihydrolase) est d’une grande importance pour I’identification des bactéries
de la famille des Enterobacteriaceae.
Les enzymes ADH, LDC et ODC catalysent respectivement la décarboxylation de I’arginine,
de la lysine et de I’ornithine présent dans le milieu. Cette dégradation aboutit a la formation de
produits basiques ; I’alcalinisation du milieu est révélée par un virage de I’indicateur de pH (le
pourpre de bromocrésol) a sa teinte basique (violette).
On opére en milieu anaérobie et contenant une faible concentration de glucose.
L’acidification (due a I’utilisation du glucose) et I’anaérobiose sont des conditions favorables
a la synthese des décarboxylases.
% Dans un premier temps, la bactérie dégrade le glucose entrainant ainsi une acidification
% Dans un second temps, si elle posséde I’enzyme correspondante, elle utilise 1’arginine

ou la lysine ou I’ornithine, entrainant une alcalinisation du milieu.
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Technique

Le milieu est ensemencé avec une goutte de suspension bactérienne dense, puis agité afin
d'assurer une répartition homogene. Si le tube n’est pas complétement rempli, on le recouvre
de vaseline stérile pour créer des conditions anaérobies. L’incubation se fait ensuite a 37°C

pendant 24 heures, avec le bouchon entiérement vissé.

Lecture

L’obtention d’une couleur jaune : Il y a eu acidification du milieu liée a I’utilisation du glucose
mais il n’y a pas eu réalcalinisation. Le substrat (arginine ; lysine ou ornithine) n’a donc pas
été dégradé. La bactérie est dite ADH — ou LDC — ou ODC -.

L’obtention d’une couleur violette : Il y a eu acidification du milieu liée a la fermentation du
glucose puis il y eu réalcalinisation du milieu liée a la dégradation du substrat (arginine ; lysine

ou ornithine) par la bactérie. La bactérie est dite ADH + ou LDC +ou ODC +.

v Recherche de I’uréase

La recherche de 1'uréase s’effectue par culture sur milieu Ferguson (milieu Urée-Indole) qui
contient, en plus du tryptophane, de [’urée et un indicateur de pH : le rouge de phénol.

Il permet la mise en évidence en plus de l'uréase, de la tryptophane désaminase et de la
production d'indole (ce milieu contribue a la mise en évidence des caractéres d'identification
des Entérobactéries).

Urée +H, O —» 2NHs* + CO3?
Les ions CO32 vont entrainer une forte alcalinisation du milieu qui sera révélée par un virage

de I’indicateur de pH a sa teinte basique (rouge) (Singleton., 2005).

3.2 Antibiogramme

3.2.1 Etude de la sensibilité aux antibiotiques (profil de résistance)
L’¢tude de la sensibilit¢ des bactéries aux antibiotiques est réalisée selon la méthode de
diffusion sur milieu gélosé de Mueller Hinton (MH) selon les recommandations du Comité
Francais de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CASFM., 2024).
La méthode de diffusion est I’'une des plus anciennes approches de détermination de la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques et demeure 1’une des méthodes les plus utilisées en
routine.

» Préparation de I’inoculum

e A partir d’une culture pure et jeune (18-24h) sur milieu gélosé non sélectif ;
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Prélever des colonies isolées en milieu gélosé avec une anse stérile ou un écouvillon en
coton. Si possible, prélever plusieurs colonies afin d’éviter de sélectionner un variant
atypique. Suspendre les colonies en milieu salé et mélanger pour obtenir une suspension
homogene.

Comparer a I’ceeil nu la turbidité de la suspension bactérienne a celle d’un étalon 0,5 de
la gamme McFarland. Dans ce cas, agiter vigoureusement 1’étalon de turbidité sur un
vortex avant usage. Pour faciliter la comparaison de la suspension bactérienne avec
I’étalon, se placer face a un fond blanc avec des lignes noires. (CASFM., 2024).
Inoculation des géloses

L’inoculum bactérien doit idéalement étre employé dans les 15 min qui suivent sa
préparation ;

Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et éliminer I’exces
de liquide en tournant I’écouvillon sur les parois du tube. Il est important de rejeter
I’exceés de liquide pour éviter une sur-inoculation des géloses, en particulier pour les
bactéries a Gram négatif ;

Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans trois directions. L’inoculum
doit étre réparti de facon homogeéne sur toute la surface de la gélose en prenant soin de
ne pas laisser d’espace entre les stries.

Dépdt des disques impregneés d’antibiotique

Déposer les disques fermement a la surface de la gélose inoculée et séche. Le contact
avec la surface doit étre étroit. Les disques une fois déposés ne peuvent étre déplacés,
car la diffusion des antibiotiques est tres rapide.

Le nombre de disques déposés par boite de Pétri est limité du fait du chevauchement
des zones d’inhibition et pour limiter les interférences entre les antibiotiques.
Incubation des géloses

Les incuber idéalement dans les 15 min qui suivent le dépdt des disques, sans dépasser
60 min. « Si elles sont laissées a température ambiante aprés dép6t des disques, la pré-
diffusion des antibiotiques engendrera des zones d’inhibition faussement agrandies ».
Incuber les géloses.

Lecture

La bordure de la zone d’inhibition doit étre lue a 1’ceil nu et au niveau de la compléte

inhibition de la culture.
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e Mesurer les diamétres des zones d’inhibition au millimeétre le plus proche avec une
régle, un pied a coulisse ou un systéme de lecture automatise.
e Interpréter les diamétres des zones d’inhibition par référence aux tableaux ou figurent
les diametres critiques. (CASFM., 2024).
Tableau N°3 : Listes antibiotiques testés pour les entérobactéries selon les
recommandations du Réseau Algérien de la Surveillance de la Resistance des Bactéries

aux Antibiotiques (Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a I’échelle

nationale, 2011).

Famille

Antibiotiques a tester

Pénicillines

Amoxicilline (2ug)
Amoxicilline + Acide clavulanique (20 p+ 10p)

Ticarcilline (75uQ)

Céphalosporines

Céfotaxime( 5ug)
Céfépime (30uQ)
Céfoxitine (30ug)
Céfazoline( 30uQ)

Monobactames

Aztréonam (30pQ)

Carbapénemes

Imipénéme. (10pg)

Phosphoniques

Fosfomycine (200u9)

Aminosides

Gentamicine (10ug)
Kanamycine (30ug)
Tobramycine. (10ug)

Quinolones/Fluoroquinolone

Acide nalidixique (30pg)

S Pefloxacine.(5ug)

Sulfamides Triméthoprime+Sulfaméthoxazolel.25(jug/23.75u
9)

Polymyxines Colistine (50ug)

Phénicolés Chloramphénicol (30ug)
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Tableau N°4 : Listes antibiotiques testés pour S. aureus selon les recommandations du
Réseau Algérien de la Surveillance de la Resistance des Bactéries aux Antibiotiques

(Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a I’échelle nationale, 2011).

Famille

Antibiotiques a tester

Pénicillines

Pénicilline (10UI)
Oxacilline (1pg)

Céphalosporines

Céfazoline (30ug)
Céfoxitine( 30ug)
Céfotaxime (5uQ)

Aminosides

Gentamicine (10ug)
Tobramycine (10ug)
Kanamycine (30uQ)

Phosphoniques

Fosfomycine (200 ug)

Macrolides/ Lincosamides

Erythromycine (15pg)
Lincomycine( 2ug)

Tétracyclines

Tétracycline (30ug)

Sulfamides Sulfaméthoxazole + Triméthoprime( 1.25u9/23.749)
Rifamycines Rifampicine (5uQ)
Glycopeptides Vancomycine (5u9)

Acides fusidiques

Acide fusidique (10ug)

Fluoroquinolones

Péfloxacine (5ug)

3.2.2 Détection des souches multirésistantes

» SARM
La mise en évidence de la résistance des staphylocoques a la méticilline (oxacilline) peut
s’avérer difficile avec les tests utilisant uniquement I’oxacilline. Pour améliorer la détection,
un test avec un disque de céfoxitine (30 pg) est utilisé en complément du disque d’oxacilline,
sur un antibiogramme standard par diffusion en milieu Mueller-Hinton, incubé pendant 18
heures a 37 °C.
Selon les recommandations du CASFM (2017), une souche est considérée comme résistante a
la méticilline si le diamétre d’inhibition est inférieur a 22 mm pour la céfoxitine et inférieur a

20 mm pour I’oxacilline. (CASFM., 2017).
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» Détection des BLSE
Les tests de recherche de BLSE que nous avons utilisés sont : le test de synergie et des tests

complémentaires tels que le test du double disque

e Test de synergie (méthode qualitative)
Ce test permet de détecter la production de BLSE en observant une synergie entre une
céphalosporine de 3e génération (céfotaxime, ceftazidime ou céfépime) et I’acide clavulanique.
Sur I’antibiogramme, les disques sont placés a 30 mm I’un de I’autre. La synergie se manifeste
par une déformation en « bouchon de champagne » de la zone d’inhibition, indiquant la
présence d’'une BLSE. Pour augmenter la sensibilité, la distance entre les disques peut étre

réduite (Lamaison., 2023).

Photographie N°2 : Images en "bouchon de champagne" révélant la présence d’une
EBLSE par la synergie entre un disque de cefotaxime (CTX), de ceftazidime (CAZ) et

Aztréonam (ATM) avec I'acide clavulanique présent dans le disque AMC.

e Test de confirmation (test du double disque)
Le test du double disque permet de confirmer la production de béta-lactamases a spectre étendu
(BLSE) chez les entérobactéries. Il consiste a comparer les diametres d'inhibition d'un
antibiotique de troisieme génération (C3G) seul et aprés exposition préalable a l'acide
clavulanique (AMC). Le test est positif si le diamétre d'inhibition augmente de 5 mm ou plus,
indiquant la présence d’une BLSE (Ouar., 2013).
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Chapitre 1V : Résultats et discussion

1. Etude rétrospective (épidémiologique)

1.1 Prévalence des SARM et BLSE
Sur I’ensemble des germes isolés de janvier 2022 a avril 2025 rapporté par le laboratoire de
bactériologie d’El Mansourah Constantine, le nombre des SARM et EBLSE retrouvé étaient
de 123 souches parmi 514 isolats dont 106 souches sont des entérobactéries productrices
EBLSE et 17 souches sont des SARM.
Notre étude a enregistreé une prévalence globale d'isolement des EBLSE de 20.62% et de 3.30%
pour les SARM (figure N°3).

3.30%

B SARM
W EBLSE

W autres

Figure N°3 : prévalence des SARM et EBLSE isolées durant la période 2022- avril 2025

Le taux des EBLSE enregistré est presque similaire & celui enregistré par le 23°™ rapport du
Réseau Algérien sur la Résistance aux Antimicrobiens (AARN., 2023) (23.35%) de janvier a
décembre 2022. Cependant on a enregistré un taux de SARM nettement inférieur a celui
enregistré par le méme rapport (40%).

Le taux des EBLSE et SARM enregistrés restent inférieurs a ceux rapportés par (Agoune.,
2018) qui signale que la proportion des BMR en Algérie a connu au fil du temps une hausse
progressive surtout milieu en hospitalier passant de 13,40% en 2006 a 26,63% en 2013 puis
semble s’étre stabilisée au tour de 21% en 2015 et 2016. Les EBLSE viennent en téte des BMR
retrouvés (54,16%) en 2016. Le pourcentage des EBLSE semble plus élevé dans les services
de pédiatrie (36,16%) et réanimation (37,5%). Selon le méme auteur les SARM sont retrouvés

dans les différents secteurs et sont quasi similaire (30 % a 34%).
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On ce qui concerne le taux des SARM observé au cours de notre étude dans la pédiatrie de
Constantine est relativement faible comparé a celui enregistré par plusieurs auteurs ces
derniéres années (62,2%) (Alioua., 2015), (Boukhatem et al., 2015) (22,73%). Ce qui peut
refléter une bonne maitrise locale de la résistance bactérienne, possiblement liée a un usage
raisonné des antibiotiques et a I’efficacité des mésuses de prévention.

Cependant, il convient de considérer que ce résultat trés faible par rapport a la moyenne
nationale algérienne pourrait également étre influencé par des limitations dans les méthodes de
détection (absence de disques d’antibiotiques). Dans ce cas il faut renforcer les capacités de
diagnostic microbiologique notamment en standardisant les protocoles de détection.

A 1’échelle mondiale le taux des SARM observé dans notre étude entre 2022 et 2025 (3,82 %)
est inférieur a ceux rapportés en Suisse en 2017, ou le taux national moyen était de 4,4 %, avec
des variations régionales allant de 3,8 % (Nord-Est) a 8,1 % (Sud) (Vuichard-Gysin., 2021).
Ces taux suisses €taient déja plus bas que ceux observés dans des pays voisins comme I’Italie
(33 %), la France (12,9 %), I’ Allemagne (9,1 %) ou I’ Autriche (5,9 %), mais plus élevés que
ceux des pays nordiques, tels que les Pays-Bas (1,2 %), la Norvege (1,2 %) ou le Danemark
(2,0 %). Cette différence peut s’expliquer par une pression antibiotique différente, des mesures
de prévention variables selon les pays, et une circulation plus ou moins controlée des souches
multirésistantes. (Vuichard-Gysin., 2021).

En effet depuis leur premiére mise en évidence en 1983, les entérobactéries productrices de p-
lactamases a spectre étendu (EBLSE) ont largement diffusé dans le monde avec des fréquences
d'isolement variables méme d'un service a l'autre au sein de la méme institution hospitaliere.
Les EBLSE aujourd’hui sont des BMR majoritaires qui sont a l'origine d'infections
potentiellement sévéres et de prescriptions d'antibiotiques a large spectre, qui menacent
I'activité future des molécules de derniere ligne. (Sbiti et al., 2017).

1.2 Evolution en pourcentage de la fréquence des SARM (2022-2025)
Le pourcentage d’isolement des SARM selon les années est illustré dans la figure N°4. Les
SARM enregistrés ont montré des fluctuations 3.82 % en 2022, puis Iégere diminution jusqu’a
2.84 % en 2024 et enfin augmentation du taux a 3.57 % en avril2025.
Les taux de SARM restent relativement stables et faibles sur toute la période étudiée, oscillant
autour de 3 %. Cette stabilité pourrait traduire un contrdle plus efficace de cette bactérie ou une

faible circulation dans ce service.
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Nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par (Makhlouf, Oukacha et Sadmi., 2024) qui
notent un 9,3 % pour une étude réalisée au niveau du CHU Tizi Ouzou sur une période de trois

années.

SARM

4.50% -
4.00% -
3.50% -
3.00% -
2.50% -
2.00% - = SARM
1.50% -
1.00% -
0.50%
0.00%

3.57%

2022 2023 2024 2025

Figure N°4 : Evolution en pourcentage de la fréquence des SARM isolées sur la période
2022-2025

1.3 Evolution en pourcentage de la fréquence des EBLSE (2022-2025)
L’analyse de la courbe d’évolution des EBLSE sur la période 2022 - avril 2025 montre une

évolution marquée des EBLSE en pédiatrie El Mansourah.

EBLSE

35.00%

30.00% -
28.57%

25.00% -
20.00% -
15.00% - — EBLSE

10.00% -

5.00% - 4.76%

0.00%

2022 2023 2024 2025

Figure N°5 : Evolution en pourcentage de la fréquence des EBLSE isolées sur la période
2022-2025
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Les EBLSE présentent une nette augmentation, passant de 4,76 % en 2022 a 31,81 % en 2024
avec un taux de 28,57 % (qui reste élevé) juste pour le premier trimestre de 1’année 2025.

Cette augmentation progressive des EBLSE, pourrait s’expliquer par 1’utilisation excessive ou
inappropriée des antibiotiques chez les enfants favorisant ainsi la sélection de bactéries
résistantes. Ceci suggere une propagation progressive des bactéries résistantes, possiblement

liee a une pression antibiotique accrue ou a une amélioration du dépistage.

1.4 Evaluation des EBLSE par spécialité clinique

Le tableau N°5 met en évidence une forte prévalence des bactéries multi-résistantes EBLSE
dans certains services hospitaliers, notamment en réanimation (REA) et en maladies
contagieuses (CTX).

Le service de réanimation présente les taux les plus éleves sur I’ensemble de la période étudiée,
avec une augmentation marquée, de 20 % en 2022 a 40 % en 2023, puis se stabilisant autour de
37 % en 2024 et 2025. Ce taux élevé s'explique par la nature critique des patients admis dans ce
service : souvent immunodéprimés, porteurs de dispositifs invasifs, et exposés a de nombreux
antibiotiques, ce qui favorise la sélection de bactéries résistantes.

Tableau N°5 : Evaluation des bactéries multi résistantes EBLSE par secteur de soins

Année 2022 % 2023 % 2024 % 2025 %

Service

REA 20 40 36.92 375
CTX 60 13.33 10.76 6.25
NRS / 13.33 10.76

TA / 3.07

Urgence 20 3.07

Chirurgie / 6.66 6.15

GE 0 1.53

Déchocage / 1.53

/Manque de données

Le service des maladies contagieuses (CTX) affiche également un pic inquiétant en 2022 avec
60 %, suivi d’une baisse significative dans les années suivantes, suggérant une amélioration
des pratiques ou une variation dans le nombre de prélevements.

La majorité des souches isolées étaient d’origine hospitaliere (REA, CTX, NRS, Urgence
Chirurgie, GE et déchocage) avec un taux de 100 %, 73,32 %, 70,72 % et % 43,75 %

36




Chapitre 1V: Reésultats et discussion

respectivement pour les années 2022, 2023, 2024 et 2025. Ceci peut étre expliqué par la place
importante qu’occupent les EBLSE dans les infections nosocomiales. En revanche, un taux

faible pour les malades non hospitalisés (TA) de 3,07% en 2024.

1.5 Evaluation des bactéries multi résistantes SARM par secteur de soins
Le tableau N°6 montre une évaluation de la prévalence des bactéries multi-résistantes SARM
entre 2022 et Avril 2025 selon différents services. Les services les plus touchés sont la
réanimation (REA) avec une forte hausse allant jusqu’a 100 % en 2025, indiquant une situation
critique.

Tableau N°6 : Evaluation des bactéries multi résistantes SARM par secteur de soins

Année 2022 % 2023 % 2024 % 2025 %

Service

REA / 0 20 100
CTX 50 0 /

NRS 25 0 40

TA 12.5 50 /

Urgence / 0 20

Chirurgie / 0 /

GE / 50 /

/Manque de données

Le service TA et GE atteint un taux de 50 % en 2023, tandis que le service nurserie (NRS) a
atteint 40 % en 2024. Le service des maladies contagieuses (CTX) présente le taux le plus élevé
des SARM 50 % en 2022. Toutefois, ce taux n’a pas calculé en 2023 et 2024 en raison du
manque de données rendant 1’évolution incertaine et limitant l'interprétation dans certains
services. Cette situation souligne I’urgence de renforcer les mesures de prévention, de dépistage
et de suivi, notamment dans les services les plus exposés.

Sur I’ensemble des souches de SARM isolées durant la période d’étude rétrospective la
majorité des souches étaient d’origine hospitaliére avec un taux de 75 %, 50 %, 80 % ,100 %
respectivement pour les années 2022, 2023, 2024 et 2025. Ceci est en accord avec d’autres
travaux réalisés en 2024 par (Makhlouf, Oukacha et Sadmi., 2024) ou 90% des isolats de S.
aureus provenaient des différents services hospitaliers. Ceci peut étre expliqué par la place

importante qu’occupe S. aureus dans les infections nosocomiales.
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Par contre on a noté pour ’année 2022 un taux significatif 50% pour souches externes (TA).
Ce résultat est en accord avec celui enregistré par (Boukhatem et al., 2015) qui rapportent un
taux de 61,53% des souches de provenance externe.

Quant a la répartition des deux BMR par spécialité clinique, elles prédominent largement en
réanimation par rapport aux autres secteurs de soin. Cette spécialité clinique est en effet grande
pourvoyeuse de BMR parmi les SARM et BLSE qui y trouvent de nombreuses circonstances
favorisant leur émergence.

En effet, la dissémination des souches d’E-BLSE s’observe dans les milieux hospitaliers,
notamment dans les services de réanimation ou de soins intensifs. La transmission d’un patient
a I’autre peut se faire via les mains du personnel soignant, et le tube digestif des patients est un
réservoir important. Le respect des reégles d’asepsie (notamment [’hygiene des mains) est
crucial pour lutter contre la transmission et la diffusion de ces souches (Madhi et Cohen.,
2016).

(Alioua., 2015) signale qu’au cours de ces derniéres années, les tendances internationales ont
montré une nette croissance des rapports de bactériémies a SARM chez les enfants.

Aux Etats-Unis, une augmentation du taux des bactériémies 8 SARM de 10% en 1995 a 29%
en 2001 dans 49 hopitaux pediatriques a travers le pays. En Afrique, le seul pays ayant publié
des données sur ce sujet est I’ Afrique de sud. La proportion des bactériémies a SARM chez les

enfants dans ce pays a montré une hausse nette de 2% en 1974 a 18% en 1992, a 26% en 2011.

1.6 Répartition des EBLSE et SARM selon le site infectieux
Les EBLSE et SARM ont été retrouvés au niveau de tous les sites infectieux mais
principalement dans les prélevements de la bactériologie générale (cathéter, sonde urinaire,
drain, pus, ponction lombaire, sonde gastrique, crachat, liquide péritonéale, liquide vésicale,
ponction bronchique), hémoculture et ECBU.
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SARM EBLSE
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Figure N°6 : Répartition des EBLSE et SARM selon le site infectieux

En effet, au niveau du laboratoire de 1’hdpital pédiatrique EI Mansourah les prélevements (pus,
cathéter, sonde urinaire, ponction lombaire, sonde gastrique, crachat, liquide péritonéale,
liquide vésical, ponction bronchique) ont été regroupés sous la catégorie prélévements de la
bactériologie générale sans distinction détaillée selon leur origine exacte.

Ceci a limité I’interprétation fine de la distribution des BMR étudiée selon les sites infectieux
ou prélevements.

Cependant plusieurs études montrent que la distribution des souches SARM d’EBLSE varie
largement selon le type de prélévement.

Les souches des EBLSE sont majoritairement isolées dans les prélévements urinaires avec une
prédominance E.coli dans les infections urinaires communautaires et Klebsiella pneumoniae
dans les infections nosocomiales (Lagha., 2015) (Souna D., 2011).

Les EBLSE sont surtout responsables d’infections urinaires chez I’enfant mais peuvent aussi
causer des infections intra abdominales, des septicémies et des infections maternofcetales (y
compris les méningites du nouveau-né) (Madhi et Cohen., 2016).

Les EBLSE sont également retrouvées dans les prélévements de pus, des hémocultures en cas
de septicémie et les prélévements respiratoires lors de pneumopathie (Baba Ahmed kazi Tani.,
2014).

Cependant la fréquence des infections urinaires causées par E. coli représente un pourcentage
¢élevé par rapport aux infections causées par d’autres germes.

(Souna, 2011) montre que Escherichia coli occupe la 1ére place parmi les entérobactéries pour

les prélévements de sondes urinaires, d’escarres et de plaies chirurgicales avec respectivement
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des taux de 61.1% (11/18), 54.5% (6/11) et 34.8% (23/66). Alors que les sondes trachéales sont
beaucoup plus colonisées par les souches de Klebsiella pneumoniae avec un taux d’isolement
de 50 % (8/16).

Quant aux SARM, ils sont majoritairement isolés a partir des prélévements de pus,

hémoculture, ainsi dans les infections respiratoires.

1.7 Répartition des EBLSE isolées selon la nature des especes bactériennes
Au total, de 106 souches d’EBLSE isolées, elles sont réparties comme suit : I’espece Klebsiella
pneumoniae est prédominante durant les trois années 2023,2024 et 2025 avec une fréquence

totale de 66.60%, suivi d’E.coli avec une fréquence de 26.47 %.

6.93%

B E coli
mKp
m NID

NID : non identifié

Figure N°7 : Répartition des EBLSE isolées selon la nature des especes bactériennes
2022-2025

Ce resultat concorde avec celui enregistré par (Benamer et al., 2018) qui ont noté un taux de
Klebsiella pneumoniae de 53,03 % contre 40,20 % pour E coli. De méme le 23°™ rapport du
Réseau Algérien sur la Résistance aux Antimicrobiens (AARN, 2023) a rapporté un taux plus

élevé pour Klebsiella pneumoniae (47,15 %) par rapport a un taux 22,54 % pour E.coli.

1.8 Distribution des souches EBLSE dans les ECBU
La figure N°8 montre la distribution des souches EBLSE dans les infections urinaires.
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Figure N°8 : la distribution des souches EBLSE dans les infections urinaires.

E. coli est largement dominante dans les infections urinaires par rapport a Klebsiella
pneumoniae durant toute la période étudiée, avec des taux respectifs de 100 %, 91.66 % et
100% pour I’année 2022, 2023, 2024 et les trois mois du 2025.

Nos résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs. En effet, le rapport national ARRN
2022, indique que E. coli est majoritaire dans les infections urinaires avec 52,72 %, contre
19,75 % pour Klebsiella pneumoniae.

(Madhi et Cohen., 2016) signalent que les infections urinaires a entérobactéries productrices
de B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont de plus en plus fréquentes en pédiatrie, en milieu
hospitalier comme en milieu communautaire. Escherichia coli est I’espéce bactérienne la plus
représentée actuellement dans ces infections.

Les BLSE sont essentiellement de type cefotaximases M (CTX-M), et leur mode de diffusion
est pandémique. Un des facteurs de risque majeurs de colonisation ou d’infection par ces
souches est I’antibiothérapie curative ou preventive, qui induit une pression de sélection sur le
microbiote intestinal (notamment, les céphalosporines de troisiéme génération et les
quinolones).

L’antibiothérapie de choix est I’amikacine en premicre intention en cas d’infection urinaire
febrile, puisque la majorite de ces souches reste sensible a cette molécule et que la

monothérapie par aminoside a fait la preuve de son efficacité dans les pyélonéphrites.
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1.6 Répartition des SARM et EBLSE selon le sexe

EBLSE SARM

= fille = gargon = fille = garcon

Figure N°11 : Répartition des SARM et EBLSE selon le sexe

Pour les EBLSE nous avons noté une légére prédominance masculine avec un taux de 58,06 %

contre un taux de 41,93 % pour les filles.

2. Etude prospective

2.1 Identification des souches étudiées

2.1.1 Examen microscopique
Au microscope, les souches de Staphylococcus aureus apparaissent comme des cocci Gram
positif groupés en amas évoquant des grappes de raisin (Photographie N°3) et les souches

d’entérobactéries se présentent sous forme de coccobacilles Gram négatif (Photographie N°4).

Photographie N°3 : S.aureus Photographie N°4 : Entérobactéries
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2.1.2 Examen macroscopique

> S.aureus
Sur gélose Chapman, les souches de S. aureus se caractérisent par des colonies, lisses, opaques
et souvent pigmentées en jaune doré. La fermentation du mannitol par ces souches induit une
acidification du milieu, traduite par un virage de couleur du rouge au jaune autour des colonies
(Photographie N°5).

Photographie N°5 : S.aureus

> Entérobactéries
L’examen macroscopique des colonies sur gélose Hektoen permet I’observation des colonies
de couleur jaune a saumon avec acidification du milieu due a ’utilisation du lactose.
e E.coli des colonies jaunes a orangées, lisses et brillantes, en raison de la fermentation
des sucres. (Photographie N° 6).
e Kilebseilla pneumoniae présente des colonies plus grandes, muqueuses et brillantes,

également jaunes a orangées (Photographie N° 7).
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Photographie N°6 : E.coli Photographie N°7 : Klebseilla pneumoniae

2.1.3 Ildentification biochimique
» S.aureus
e Test catalase
En présence H>O> on observe un dégagement des bulles d’air ce qui confirme la décomposition
de I’eau oxygénée en eau et en oxygene par les souches Staphylococcus aureus (catalase +).
e Test coagulase
Une coagulation du plasma humain est observée par une prise en masse du liquide ce qui
confirme la production de la coagulase par nos souches.
La présence de la catalase et la mise en évidence d’une coagulase libre confirme que nos

souches Staphylocoques appartiennent a S. aureus.
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» Entérobactéries
» Galerie classique

Tableau N°7 : Résultats de la galerie classique chez les entérobactéries.

Nom du test E. coli Klebsiella pneumoniae
Production d’indole + -
Rouge de méthyle (RM) + -
Voge-Proskauer (VP) - +
p-galactosidase (ONPG) + +
Utilisation du citrate | - +
(Simmons)

TSI (Triple Sugar Iron) + +
GAZ + +
Fermentation du mannitol + +
Mobilité + -
Lysine décarboxylase (LDC) | + +
Ornithine décarboxylase | + -
(ODC)

(ADH) - +

2.2 Détection des SARM et EBLSE

2.2.1 Détection des SARM
Toutes les souches étudiées ont montré une résistance a la cefoxitine (CTX) et oxacilline
(OXA), avec des diametres des zones d’inhibition : CTX<22 et OXA<20.
Selon les recommandations de la (ARRN, 2022) les souches étudiées sont des SARM.

2.2.2 Détection BLSE

» Test de synergie

La lecture des résultats a révélé la presence d’une zone d’élargissement autours des disques
en « bouchon de champagne » ou en « entonnoir » entre les disques utilisés d'AMC et les
C3G ou un monobactame (aztréonam) chez 6 souches d’entérobactéries indiquant

clairement la production de BLSE par ces souches (Photographie N° 8).
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Photographie N°8 : Souches E.coli et Klebseilla pneumoniae productrices de BLSE

(test synergie positif)

» Test de confirmation double disque
Il est important, de confirmer la présence des BLSE chez les souches présentant une synergie
entre C3G et AMC. C'est ainsi qu'elles ont été testées par le test du double disque.
L'augmentation du diameétre autour du disque du cefotaxime (CTX) précédé par la diffusion de
I'"AMC est supérieure ou égal & Smm par rapport au diameétre d’inhibition du disque du CTX
(tableau N° 8).
Tableau N°8 : Résultats de test du double disque.

Souche CTX (cm) CTX+AMC (cm)
191 2.6 3.1
199 0.8 2.2
485 11 2.4
504 1.3 15
536 0.9 2.3

L'affirmation de la détection des béta-lactamases a spectre étendu a été constatée chez toutes

les souches étudiées (tableau N° 6) (photographie N° 9).
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Photographie N°9 : Souches E. coli et Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE (test
de double disque positif)

2.3 Etude de la résistance (profil de résistance)
2.3.1 Entérobactéries BLSE
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Figure N°9 : Profil de résistance des souches BLSE

Les souches d’entérobactéries ont été testées vis-a-vis de 18 antibiotiques appartenant a 7
familles différentes dont 9 B-lactamines, trois aminosides, deux quinolones, la fosfomycine, le

triméthoprime/sulfaméthoxazole, la colistine et le chloramphénicol.
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L’histogramme (figure N°9) illustre le profil de résistance des souches EBLSE aux différentes

familles d’antibiotiques.

» Sensibilité aux - lactamines
Les résultats de 1’é¢tude de la sensibilité des 8 isolats d’entérobactéries productrices de BLSE
aux 18 différents antibiotiques utilisés montrent que toutes les souches sont 100 % résistantes
a I’amoxicilline (AX), amoxicilline + acide clavulanique (AUG), ticarcilline (TIC), céfazoline
(CZ), cefotaxime (CTX), céfépime (CEF), aztreonam (ATM) (Figure N°). Cette
multirésistance réduit considérablement les options thérapeutiques classiques.
Ainsi, les souches étaient résistantes aux céphalosporines de 3éme génération (cefotaxime et
céfépime) et a ’aztréonam.
En ce qui concerne la résistance aux [-lactamines associés a 1’acide clavulanique, on a noté
une résistance totale a amoxicilline+ acide clavulanique (AUG).
En revanche les souches restent a 100% sensibles aux cefoxitine (FOX) et aux carbapénémes
(I'imipeneme).
La cefoxitine (FOX), une céphamycine qui se distingue par sa résistance a de nombreuses [3-
lactamases dont les BLSE, ce qui justifie son utilisation pour leur détection en microbiologie
clinique. Toutefois, elle demeure sensible aux B-lactamases de type AmpC, fréquemment
rencontrees chez certaines entérobactéries (Jacoby, 2009).
L’imipenéme reste I’antibiotique de choix avec la sensibilité de toutes les souches.
Les carbapénémes ont montré dans de nombreuses études de surveillance la plus grande
activité, avec plus de 99,9 % de souches sensibles. (Wolff et al., 2009)
Selon (Vora et al., 2009), les entérobactéries développent une résistance aux p-lactamines par
plusieurs mécanismes. Cela peut inclure une réduction de la perméabilité membranaire,
empéchant la pénétration de l'antibiotique, ou la modification des cibles bactériennes mais le
mécanisme le plus fréquent repose sur la production d’enzymes appelées p-lactamases, qui

inactivent les B-lactamines en les hydrolysant.

» Sensibilité aux aminosides
Des resistances associées aux aminosides sont retrouvées chez toutes les souches EBLSE
testées, ce qui présente un fort risque d’échec thérapeutique.
On a noté une résistance assez marquée de 66.66% pour la tobramycine (TOB) et la

kanamycine (KAN) et 50% pour la gentamicine (GAN).

» Sensibilité aux quinolones
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La résistance de souches EBLSE aux -lactamines est associée a une résistance aux quinolones
et fluoroquinolones.
La résistance des EBLSE aux quinolones et fluoroquinolones est de 33.33% pour 1’acide

nalidixique (AC NAL), 16.66% pour pefloxacine (PEFLOXA).

» Sensibilité aux autres antibiotiques

L’étude de la sensibilité aux autres familles d’antibiotiques a révélé une résistance assez
importante a I’association sulfaméthoxazole + triméthoprime (SULFA-TRIMET) , avec un
taux de 50%.

La colistine (COLIS) et le chloramphénicol (CHLO) se sont révélés étre les plus actifs sur
toutes les souches testées, avec un taux de sensibilité 100%.

Selon (EI Mrimar, 2021), I’émergence de bactéries multirésistantes telles que Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii et Klebsiella pneumoniae, combinée a 1’absence de
nouveaux antibiotiques efficaces contre ces pathogénes, a entrainé un regain d’intérét pour
I’utilisation de la colistine des les années 1990. Ainsi, en 2012, cet antibiotique a été réintroduit
dans le traitement des infections humaines séveres causées par des bactéries résistantes a toutes

les autres options thérapeutiques.

2.3.2 SARM
L’histogramme (figure N°10) illustre le caractére résistant des souches de S. aureus résistants
a la méticilline (SARM) présentant une résistance croisée aux B-lactamines qui s’étend a
d’autres familles d’antibiotiques réduisant ainsi le choix des molécules thérapeutiques.
Les souches SARM isolées ont été totalement résistantes (100%) a la pénicilline G, a
I’oxacilline et a la céfoxitine.
La résistance aux P-lactamines chez les staphylocoques repose sur deux grands types de
mécanismes : production d’enzymes inactivant I’antibiotique et modification des protéines de
liaison & la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP2a (Quincampoix et
Mainardi, 2001).
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Figure N°10 : Profil de résistance des souches SARM

Concernant les aminosides, nos souches de SARM sont résistantes uniquement a la kanamycine
(25 %). En revanche, la gentamicine et la tobramycine restent actives sur I’ensemble des

souches testées.

Ce résultat est en accord avec celui de (Djoudi et al., 2014), dans une étude portant sur des
Staphylococcus aureus résistants a la méticilline chez des meéres et des enfants hospitalisés a
Alger, ou aucune résistance a ces antibiotiques n’a été enregistrée. En revanche, il differe de
celui rapporté par ’ARRN (2022), qui a noté un taux de résistance plus élevé, atteignant
31,03%.

Concernant les macrolides on a enregistré une résistance trés importante a I’érythromycine (75
%) et a la clindamycine (50 %).

100 % de nos souches SARM sont résistantes a la péfloxacine. Ces résultats sont plus élevés
que ceux rapportés par le 16°™ rapport national d’évaluation 2015 qui a noté une résistance de
21,34% et 17,92% respectivement pour ofloxacine et la ciprofloxacine.

La résistance des SARM aux fluoroquinolones est liée a des mutations chromosomiques
entrainent une modification de la cible affectant I’ADN gyrase (mutation dans les genes gyrA
ou par ¢) ou une diminution de la perméabilité liée a une modification des porines. Chez les
bactéries a Gram positif, la topoisomérase de classe IV constitue la cible primaire, et une
mutation de cette cible est nécessaire pour entrainer 1’apparition d’un premier niveau de

résistance aux fluoroguinolones (Mainardi et al., 1996).
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Les fluoroquinolones présentent 1’avantage d’une bonne activité bactéricide, d’une bonne
diffusion tissulaire et d’une excellente biodisponibilité permettant leur utilisation per os.
Malheureusement, leur forte capacité a sélectionner des mutants résistants a fait apparaitre en
quelques années des taux de résistance tres élevés chez le staphylocoque (Adoui M., 2019).
La vancomycine, 1’acide fusidique et la rifampicine (les antistaph majeurs) garde une bonne
activite sur les souches SARM dans notre étude.

Cette resistance des SARM associée a plusieurs famille aminosides macrolide et surtout
fluoroquinolones pourrait étre expliqué selon plusieurs auteurs par le fait que le géne codant la
PLP2a, mecA, est porté par un élément chromosomique qui contient également d’autres génes

de résistance a d’autres antibiotiques (Dumitrescu et al., 2010).

2.4 Etude de P’activité antibactérienne de la propolis

L'étude de l'activité antibactérienne de la propolis vis a vis de nos souches multirésistantes
SARM et EBLSE a montré que EEP présentait une bonne activité antibactérienne vis a vis
toutes les souches SARM (Photographie N°10), par contre aucune activité n’a été détectée avec
les entérobactéries productrices de BLSE.

Ce résultat concorde celui de nombreuses €tudes qui confirment 1’action de la propolis contre
les bactéries a Gram positives et afficherait une activité beaucoup plus faible, voire nulle contre
les bactéries a Gram négatives (Stepanovic et al., 2003 ; Boisard, 2014 ; Soltani, 2017).
(Boisard, 2014) signale que parmi les bactéries dont la croissance est inhibée, on retrouve
principalement des Staphylococcus (le plus généralement aureus) des Streptococcus (mutans

et sanguinis) et des Bacillus (subtilis) pour les Gram (+).
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Photographie N°10 : L'activité antibactérienne de la propolis par les méthodes de
diffusion en disque et en puits

Le tableau (N°9) illustre les zones d’inhibition obtenues avec les souches SARM par les deux

techniques : puits et disques.
Selon les résultats enregistrés on a noté des zones d'inhibition avec la méthode de puits plus

importants que celles des disques.
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Tableau N°9 : Résultats de ’activité antibactérienne de PEEP avec les SARM

Souche Puit (cm) Disque (cm) Antibiotique (cm)

S1 4 1.6 Ac fusidique 3
Fox 0.8

S2 2.8 1 Ac fusidique 2.8
Fox R

S3 3.7 2.7 Ac fusidique 3.3
Fox R

496 2.5 15 Ac fusidique 2.5
Fox 0.8

502 1.3 1 Ac fusidique 2
Fox 1

507 3.4 1.3 Ac fusidique 2.9
Fox R

Ce résultat corrobore les travaux de plusieurs auteurs qui ont noté une activité antibactérienne
plus importante avec la méthode des puits, car celle-ci permet une meilleure diffusion de I’EEP
(Adoui, 2019).

Nos résultats montrent que I’EEP a un effet sur les souches de SARM, parfois plus marqué que
celui des antibiotiques testés (cefoxitine et acide fusidique). Le méme constat a été rapporté par
plusieurs études, qui signalent que des souches résistantes aux antibiotiques étaient sensibles a
la propolis. Il a également été montré que la propolis, lorsqu’elle est prise en association avec
certains antibiotiques (comme I’amoxicilline, I’ampicilline, la gentamicine, le chloramphénicol,
"etc."), augmente ’efficacité de ces derniers (Boisard, 2014 ; Adoui, 2019). Certains auteurs
attribuent I’activité antimicrobienne de la propolis a sa composition hautement complexe et
variable. Les données recueillies jusqu'a présent suggerent que cette activité peut étre liée a de
multiples cibles, avec plusieurs constituants agissant en synergie (Soltani, 2017). La propolis
affecte la membrane cytoplasmique, inhibe la motilité bactérienne et l'activité enzymatique,
présente une activite bactériostatique contre différents genres bactériens et peut étre bactericide
en concentrations élevées (Soltani, 2017).

Selon (Jastrzebska-Stojko et al., 2013), les propriétés bactéricides de la propolis peuvent
s’expliquer par des différences structurelles spécifiques entre les especes bactériennes,

notamment au niveau de la membrane externe et de la paroi cellulaire. Cela expliguerait
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pourquoi la propolis présente une activite antibactérienne plus marqueée contre les bactéries a
Gram positif, comparée a une action plus limitée sur les bactéries a Gram négatif. Chez ces
derniéres, la présence de lipopolysaccharides (LPS) chargés négativement forme une barriere
qui limite la pénétration des composés actifs de la propolis. De plus, ces bactéries produisent
des enzymes hydrolytiques capables de dégrader ces composés actifs, réduisant ainsi

’efficacité de la propolis.
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Conclusion et perspectives

La résistance aux antibiotiques est un probléme majeur de santé publique. L'utilisation massive
et répétée d’antibiotiques en santé humaine et animale, a augmenté la pression de sélection et
a conduit a ’émergence de bactéries multirésistantes (BMR) rendant les traitements par les
antibiotiques inefficaces.

Parmi toutes les BMR, les Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) et les
entérobactéries productrices de PB-lactamases a spectre étendu (EBLSE) sont les plus
préoccupants compte tenu de leur pouvoir pathogene, de leur diffusion au sein des hopitaux et
de leur potentiel de diffusion dans la communauté.

L’¢étude du profil épidémiologique de ces BMR au niveau de la pédiatrie El Mansourah de
Constantine a révélé une prévalence des SARM de 3.30 % nettement inférieur a celle enregistré
par AARN a I’échelle national et un taux des EBLSE de 20,62% avec un pic de 31,81 % en
2024,

La répartition des souches d’entérobactéries productrices de BLSE montre que les fréquences
les plus élevées sont enregistrées chez Klebsiella pneumoniae avec 66,60% suivie
d’Escherichia coli avec 26,47 %.

Les services les plus touchés par les deux BMR sont ceux de la réanimation et des maladies
contagieuses (CTX).

La distribution des souches EBLSE dans les infections urinaires montrent que E. coli est
largement dominante.

Les EBLSE étudiées sont totalement résistantes a tous les -lactamines testés sauf la céfoxitine
(céfamycine) et les carbapénemes. Une importante résistance est enregistrée avec les
quinolones tel que ’acide nalidixique 33 ,33% les aminosides (kanamycine et tobramycine
66,66%). En revanche, I’imipenéme la colistine et le chloramphénicol conservent une bonne
activite.

Le profil de résistance des SARM étudiées montre une résistance totale a tous les B-lactamines
testés aux fluoroguinolones (pefloxacine). Une résistance élevée aux macrolides
(érythromycine 75 %, lincomycine 50 %) et une résistance de 25 % a la kanamycine
(aminosides). Cependant la vancomycine, 1’acide fusidique et la rifampicine restent efficaces.
L’extrait éthanolique de la propolis (EEP) étudié montre une bonne activité antibactérienne vis
a vis des souches SARM mais aucune activité n’a ét¢ détectée contre les entérobactéries

productrices EBLSE.
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A T’issue de cette étude et face a I’augmentation continue des BMR plusieurs perspectives se

dessinent pour limiter cette résistance aux antibiotiques :

Formation continue des professionnels de santé sur la prescription raisonnée des
antibiotiques basée sur les résultats de 1’antibiogramme ;

Interdiction de vente libre des antibiotiques tres fréquente dans notre pays ;
Application stricte des mesures d’hygiéne hospitaliere : désinfection, lavage des mains,
isolement des patients porteurs de BMR pour prévenir les infections nosocomiales
Programme de lutte contre les infections nosocomiales dans tous les hopitaux ;

La détection rapide des bactéries multirésistantes comme les SARM et BLSE est
cruciale en microbiologie clinique pour traiter efficacement les infections nosocomiales.
Les avancées diagnostiques permettent une identification précoce, favorisant un
traitement adapté et limitant la propagation ;

Utilisation des techniques biomoléculaires rapides et tres sensibles en identifiant les
geénes de résistance ;

Développement de nouvelles molécules antibiotiques ;

Recherche des thérapies alternatives naturelles a potentiel antibactérien comme la

propolis ;

Il est indispensable de renforcer la surveillance, optimiser 1’utilisation des antibiotiques et

poursuivre la recherche pour protéger la santé publique.
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Annexe N°1 : Composition des milieux de cultures utilisés

ANNEXE

Milieu Composition

Chlorure de sodium... ............... 59
Gélose nutritif GElOSE. .. oo 159
Peptone... ....coovviveiiiiniiiiciiins 109
Extrait de viande...........ccccceeurnene. 59
(PH=7,2)

Extrait de viande............ccccevvennne 29
Muller Hinton GElOSE. .. .o 10¢
(MH) Amidon.......ccoeviveieiieieee 159
Hydrolysat acide de caséine...... 17,29
(PH=7,4)

Hekteon Extrait de levure. ................ 3¢
Lactose. ......ccocveenee 129
Saccharose.........c.oeuvee... 12,09

Sels biliaires inhibiteur. .................. 99
Bleu de bromothymol : indicateur de

Chlorure de sodium. ............. 5¢
AGAr. i 149
(PH=17,6)

Chapman * Tryptone : 5 ¢/l

« Extrait de levure : 3 g/l

« Extrait de viande : 3 g/l

* Chlorure de sodium : 70 g/l

« Péptone Bactériologique : 10 g/l
» Mannitol : 10 g/I

* Rouge de Phénol :0,05 g/I

» Agar :7,4+0,1

Préparation : Dissoudre 119,05 g/l dans un litre d’eau distillée.




ANNEXE

Annexe N° 2 : Composition de I’étalon Mc farland (0.5%)

Mc Farland (0.5%) * BaCl2 (1%) ...ocovviieiieciee e 0.1g
* H2SO04 (1%0).....coeiiiiiiiieieee, gspl ml

e M:¢élanger 1,0 ml d’acide sulfurique concentré (H,SO,) a 99 ml d’eau déminéralisée
(solution a 1 % v/v) et
e 1,175 g de chlorure de baryum di-hydrate (BaCl,-2H,0) dissous dans 100 ml d’eau
déminéralisée (solution a 1,175 % p/v).
Ce mélange produit un précipité de sulfate de baryum dont la turbidité simule une concentration
bactérienne.
L’étalon 0,5 correspond a une densité optique de 0,08-0,10 a 625 nm, équivalente a 1,5 x 103
bactéries/ml.




Annexe N° 3 : Antibiotiques testés pour le Entérobactéries et leurs valeurs critiques selon la

standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale 2020.

Antibiotiques Charge des Diametres critiques (mm) CMI critiques (pug/ml)

Testés disques R I S R I S
Ampicilline 10ug <13 14-16 | > 17 > 32 16 <8
Amoxicilline + | 20/10ug <13 14-17 | > 18 >32/16 | 16/8 <8/4
Ac.clavulanique

Céfazoline 30pg <19 20-22 | >23 >8 <2
Cefoxitine 30ug <14 15-17 | > 18 > 32 16 <8
Céfotaxime 30ug <22 23-25 | >26 >4 2 <1
Céfazoline 30ug <14 |- >15 >32 |- <16

(Infections non
compliquées du

tractus urinaire)

Aztréonam 30ug <17 18-20 [ >21 > 16 8 <4
Imipénéme 10ug <19 20-22 | >23 >4 2 <1
Méropeneme 10ug <19 20-22 |>23 >4 2 <1
Ertapénéme 10ug <18 19-21 | >22 >2 1 <05
Amikacine 309 <14 15-16 [ >17 |>64 32 <16
Gentamicine 10ug <12 13-14 | >15 > 16 8 <4
Acide 30ug <13 14-18 | >19 > 32 <16
nalidixique

Ciprofloxacine | 5ug <21 22-25 | > 26 =1 0,5 <0,25
Ciprofloxacine | 5ug <20 21-30 | >31 >006 |012 -|<1
Salmonella spp. 0,5
Chloramphénic | 30ug <12 13-17 | > 18 > 32 16 <8
ol

Colistine CMI | e e | e S2%% | e <QH*
Furanes 300ug <14 15-16 | > 17 > 128 64 <32
Fosfomycine 200ug <12 13-15 | >16 > 256 128 <64
Triméthoprime | 1.25/ <10 11-15 | >16 > 476 | --—---- <2/38

+Sulfa 23.75ug




Annexe N°4 :  Antibiotiques testés pour le staphylococcus spp et leurs valeurs critiques selon

la standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale 2020.

Antibiotiques testés [Charge des  [Diameétres |l S CMI I S
disques critiques critiques

(mm) (Hg/ml)

R R
Pénicilline 10 UI <28 - >29 >0,25 - <0,12
Oxacilline (S. -- -- - - >4 - <2
aureus et S.
lugdunensis)
Cefoxitine (S. 30 pg <21 -- >22 >8 - <4
aureus et S.
lugdunensis)
Oxacilline (SCN |- -- - - >0,5 - <0,25
sauf S. lugdunensis)
Cefoxitine (SCN |30 pg <24 -- >25 - - -
sauf S. lugdunensis,
S.
pseudintermedius...)
Gentamicine 10 g <12 13-14 |>15 >16 8 <4
Amikacine (S. 30 pg <16 - >18 >16 - <8
aureus)
Amikacine (SCN) |30 pug <19 -- >22 >16 -- <8
Erythromycine 15 pg <13 14-22 [>23 >8 1- <0,5
Clindamycine 2 ug <14 15-20 [>21 >4 1-2 <0,5
Vancomycine (S. |CMI - -- -- >16 4-8 <2
aureus)
Vancomycine CMI -- -- - >32 8-16 <4
(SCN)
Teicoplanine CMI -- - - >32 16 <8
Ofloxacine 5 ug <14 15-17 [>18 >4 2 <1
Ciprofloxacine 5 Mg <15 16-20 [>21 >4 2 <1
Lévofloxacine 5ug <15 16-18 [>19 >4 2 <l




Triméthoprime + |1.25/23.75 [<10 11-15 [>16 > 476 |- <2/38
sulfaméthoxazole |ug

Rifampicine 5ug <16 17-19 [>20 >4 2 <l
Tétracycline 30 ug <14 15-18 [>19 >16 8 <4
Chloramphénicol |30 pg <12 13-17 |>18 >32 16 <8
Quinupristine- 15 g <15 16-18 [>19 >4 2 <1
dalfopristine

Acide fusidique ** (10 pg <24 -- >24 >1 -- <1
Fosfomycine IV ** 1200 pg <23 - >23 > 32 - <32
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Résume

La résistance des bactéries aux antibiotiques pose un véritable probleme de santé publique. Les
Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM) et les Entérobactéries productrices
de B-lactamases a spectre étendu (EBLSE) sont les plus préoccupants, compte tenu de leur
pouvoir pathogene, de leur diffusion au sein des hopitaux et de leur potentiel de propagation
dans la communauté.

Dans ce contexte, I'objectif de cette étude est de décrire la situation épidémiologique et le profil
de resistance des souches SARM et EBLSE isolées au niveau du service de pediatrie de
I’hopital EI Mansourah de Constantine, ainsi que d’explorer des alternatives de lutte contre
cette résistance par 1’évaluation de I’activité antibactérienne de la propolis vis-a-vis des BMR
étudiées.

L’isolement et I’identification des bactéries ont éte réalisés selon les méthodes bactériologiques
classiques. L’antibiogramme a été effectué par la méthode de diffusion sur milieu solide, selon
les recommandations du Comité de I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie.
La production de BLSE chez les entérobactéries a été détectée par les tests de synergie et de
double disque, tandis que la détection des SARM a été determinée par la mesure du diamétre
de la zone d’inhibition autour d’un disque de céfoxitine chargé a 30 pg.

L’évaluation de l'activité antibactérienne de la propolis a été réalisée également par
antibiogramme sur milieu solide.

L’étude du profil épidémiologique de ces BMR, au sein du service de pédiatrie de 1’hopital El
Mansourah a Constantine, de janvier 2022 a avril 2025, a révélé une prévalence des SARM et
des EBLSE de respectivement 3,30 % et 20,62 %. Les services les plus touchés par ces deux
BMR sont ceux de la réanimation et des maladies contagieuses (CTX).

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a révélé des taux de résistance élevés, en particulier
pour les familles des B-lactamines, des fluoroquinolones et des aminosides. En revanche,
certains antibiotiques conservent une bonne activité : la vancomycine, 1’acide fusidique et la
rifampicine pour les SARM, ainsi que I’imipénéme, la colistine et le chloramphénicol pour les
EBLSE.

L’extrait éthanolique de propolis (EEP) étudié a montré une bonne activité antibactérienne vis-
a-vis des souches SARM, mais aucune activité n’a été détectée contre les entérobactéries

productrices de BLSE.

Mots-clés : Résistance aux antibiotiques, Bactéries multirésistantes, SARM, EBLSE, Profil de

résistance, Propolis, Extrait éthanolique de propolis (EEP), Infections nosocomiales.




Abstract

Abstract

The resistance of bacteria to antibiotics poses a real public health problem. Meticillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and extended spectrum [-lactamase producing
Enterobacteriaceae (ESBL) are the most concerning, given their pathogenicity, of their
dissemination within hospitals and their potential for spread in the community.

In this context, the objective of this study is to describe the epidemiological situation and the
resistance profile of MRSA and ESBL strains isolated at the pediatric department of the
hospital EI Mansourah of Constantine, as well as to explore alternatives for combating this
resistance by evaluating the antibacterial activity of propolis against the BMRs studied.

The isolation and identification of bacteria were carried out according to classical
bacteriological methods. The antibiogram was performed by the solid medium diffusion
method, according to the recommendations of the Antibiogram Committee of the French
Society of Microbiology.

The production of ESBL in enteric bacteria was detected by synergy and double disc tests,
while the detection of MRSA was determined by measuring the diameter of the inhibition zone
around a cefoxitin disc charged to 30 pg.

The evaluation of the antibacterial activity of propolis was also carried out by antibiogram on
solid medium.

The study of the epidemiological profile of these BMRs, within the pediatric department of El
Mansourah hospital in Constantine, from January 2022 to April 2025, revealed a prevalence of
MRSA and ESBL of 3,30% and 20.62%. The services most affected by these two BMRs are
those of resuscitation and contagious diseases (CTX).

The study of antibiotic sensitivity revealed high rates of resistance, particularly for the B-lactam
families, fluoroquinolones and aminoglycosides. On the other hand, some antibiotics retain
good activity: vancomycin, fusidic acid, and rifampicin for MRSA, as well as imipenem,
colistin, and chloramphenicol for ESBL.. The ethanolic propolis extract (EEP) studied showed
good antibacterial activity against MRSA strains, but no activity was detected against ESBL-

producing enterobacteria..

Keywords: Antibiotic resistance, Multiresistant bacteria, MRSA, ESBL, Resistance profile,

Propolis, Ethanolic extract of propolis (EEP), Nosocomial infections.
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Etude épidémiologique de bactéries multi-résistantes (BMR) : cas des EBLSE et SARM au niveau de
I’EHS Sidi Mabrouk — Hopital Pédiatrique El Mansourah

La résistance des bactéries aux antibiotiques pose un vrai probléme de santé publique. Les Staphylococcus
aureus résistant a la méticilline (SARM) et les entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu
(EBLSE) sont les plus préoccupants compte tenu de leur pouvoir pathogene, de leur diffusion au sein des
hopitaux et de leur potentiel de diffusion dans la communauté. Dans ce contexte, I'objectif de cette étude a décrit
la situation épidémiologique, et le profil de resistance des souches SARM et EBLSE isolés au niveau de la
pédiatrie d’El Mansourah Constantine et de trouver des alternatifs de lutte contre cette résistance par 1’évaluation
de I’activité antibactérienne de la propolis vis-a-vis des BMR étudiés.
L’isolement et I’identification de bactéries ont été réalisés selon les méthodes bactériologiques classiques.
L’antibiogramme a été réalisé par la méthode de diffusion sur milieu solide selon les recommandations du
Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie. La production de BLSE chez les
entérobactéries a été détectée par les tests : test de synergie et test de double disque et la détection des SARM a
été déterminée par la mesure du diametre de la zone d’inhibition d’un disque de céfoxitine charge a 30 pg. Tandis
que I’évaluation de 'activité antibactérienne de la propolis a été réalisée par antibiogramme sur milieu solide.
L’étude du profil épidémiologique de ces BMR au niveau de la pédiatrie EI Mansourah de Constantine de janvier
2022 jusqu’au mars 2025 a révelé une prévalence des SARM et des EBLSE respectivement de 3,30% et 20,62%.
Les services les plus touchés par les deux BMR sont ceux de la réanimation et des maladies contagieuses (CTX).
L’¢étude de la sensibilité aux antibiotiques a révéle des taux de résistance éleves, en particulier pour la famille
des B-lactamines, des fluoroquinolones et aminosides. En revanche certains antibiotiques conservent une bonne
activiteé : la vancomycine, I’acide fusidique et la rifampicine pour les SARM et I’imipenéme la colistine et le
chloramphénicol pour les EBLSE.
L’extrait éthanolique de la propolis (EEP) étudié a donné une bonne activité antibactérienne vis a vis des souches

SARM mais aucune activité n’a été détectée contre les entérobactéries productrices EBLSE.

Mots-clés : Résistance aux antibiotiques, Bactéries multirésistantes, SARM, EBLSE, Profil de résistance,

Propolis, Extrait éthanolique de propolis EEP, Infections nosocomiales.
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