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Introduction 

INTRODUCTION 

Malgré l'arsenal thérapeutique disponible, la pathologie infectieuse reste 

un véritable problème de santé publique, notamment en Algérie. Cette situation 

est compliquée, depuis quelques années, par l'augmentation des infections 

hospitalières dues à des germes, pathogènes opportunistes, à caractère 

hospitalier, Pudomonas aeruginosa en est un exemple édifiant. 

Outre les carences en matière d'hygiène hospitalière qui favorisent 

l'extension de ces maladies, leur prise 'en charge est contrecarrée par 

l'émergence en parallèle d'une résistance aux antibiotiques responsable de 

nombreux échecs thérapeutiqus. Cette résistance est principalement le fait 

d'une pression de sélection, suite à l'utilisation massive et/ou non documentée 

des antibiotiques. Ainsi depuis quelques années, les cliniciens sont confrontés 

à des microorganismes réfractaires aux traitements par plusieurs familles 

d'antibiotiques; les bêta-lactamines sont les plus représentatives de cette 

évolution. 

La famille des bêta-lactamines constitue un des groupes d'antibiotiques le 

plus complexe et le plus important en thérapeutique, en raison de la diversité de 

ses molécules, de leur efficacité et de leur relative faible toxicité. 

Malgré la berie impressionnante de bêta-lactamines (pénames, pénèmes, 

céphèmes et monolactames), l'extraordinaire pouvoir d'adaptation dès 

bactéries fait que la fréquence des infections bactériennes qui échappent à 

l'antibiothérapie augmente de façon alarmante partout dans le monde. 
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Introduction 

La résistance aux bêta-lactamines chez les bactéries à Gram(—), en 

l'occurrenc. Psedomo,ias, peut être due à une diminution du taux de diffusion 

des bêta-lactamines à travers les porines membranaires, une altération des 

cibles des antibiotiques appelées Penicillin Binding Proteins (PBPs) , un 

système d'efflux actif ou une synthèse d'enzymes, les bêta-lactamases, 

inactivant les antibiotiques. Une combinaison synerqique entre ces différents 

modes de résistance peut exister. 

Le mécanisme de résistance aux bêta-lactamines le plus courant et le 

plus efficient réside dans la production par les bactéries de bêta-lactamases 

capables d'hydrolyser le noyau bêta-lactame, réaction qui conduit à la formation 

d'un produit dépourvu d'activité biologique. 

Ainsi, en plus de la résistance naturelle de Pseudomonas aeruginosa à 

certaines bêta-lactamines , il existe une résistance acquise des souches à 

l'intérieur des espèces théoriquement sensibles. Cette résistance acquise 

résulte so o mutations, soit, le plus souvent, d'un apport de nouveaux gènes 

par te biais de plasmides ou de transposons -, cette flexibilité génétique est 

augmentée par les intégrons. 

Afin de prévenir les échecs thérapeutiques en permettant des schémas de 

traitements efficaces et rationnels et essayer de contrôler l'évolution de la 

résistance aux antibiotiques dari notre pays, il est essentiel de l'évaluer 

régulièrement et d'identifier ses supports biochimiques et génétiques. Dans le 

cas de la résistance aux bêta-lactamines, un intérêt particulier doit être porté 

aux bêta-lactamases il s'agit de déterminer leur part dans cette résistance. 

C'est dans ce cadre que s'inscrit notre travail qui porte sur l'évaluation de la 

résistance aux bêta- lactmines de 100 souches de Pseudomonas aeruginosa 

isolées dans le service de chirurgie de l'hôpital de Tlemcen à partir de malades 

et de l'environnement. 
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Introduction 

Le choix de l'espèce Pseudomonas aeruginosa comme objet d'étude est 

motivé par sa diversité biologique, son ubiquité, son pouvoir métabolique 

important, sa plasticité génétique et enfin son implication fréquente dans les 

infections hospitalières en particulier. De plus, cette espèce, étant un 

pathogène opportuniste, est considérée comme un bon indicateur de l'utilisation 

des antibiotiques. 

Les étapes de notre travail ont été comme suit: 

lsolmen, e identification des souches de Pseudomonas aeruginosa à partir 

de prélèvements biologiques et de l'environnement. 

Sérotypage des souches 

EvaIuationde l'antibiorésistance par l'antibiogramme et la détermination des 

Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) en milieu liquide. 

r Détection de la synthèse de bêta-lactamases par les tests acidimétriques, 

iodométriques et PADAC; recherche de leur caractère inductible par le test 

d'induction et de leur caractère à spectre élargi par le test de synergie. 

Détermination du support génétique par conjugaison, curage et analyse 

plasmidique. 

3 
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Bactériologie des souches de Pseudomonas aeruginq 

I- LE GENRE PSEUDOMONAS 

1.1. Caractères généraux du genre Pseudomonas 

Les Pseudomonas sont des, bacilles à Gram négatif, aérobies strictes, 

oxydase positif, mobiles à l'aide de flagelles polaires. Certains ont la capacité 

de se développer à une température de 42 °C et de sécréter des protéases 

ainsi que des toxines. (Palleroni, 1984; Flournoy, 1984 Palleroni, 1992)., 

Leurs caractères généraux sont réunis dans le tableau 2. 

12. Position taxonomique 

Selon la neuvième édition du Bergey's manual (1986), les 

Pseudomonadaceae appartiennent à la quatrième section des bacilles et cocci 

à Gram négatif aérobies (Tableau 1). 

Tableau 1: Subdivision de la quatrième édition du Bergey's manual, 

neuvième édition (1986) 

I Section n°4: Bacille et cocci aérobies Gram négatif 

Famille 
	

Genre 
	

Espèce 

Pseudomonadaceae 

Azotobacteriaceae 

Rhizobiaceae 

Methylcoccaceae 

Halobactériaceae 

Acetobactériaceae 

LegionelL. .ae 

Neisseriaceae 

Pdeudomonas 

Xanthomonas 

Frateuria 

Zoo glea 

aeruginosa 
fluorescens 
putida 
stutzeri 
yringae 

viridifla va 
cichorii 
mendocina 
alcaligens 
pseudoalcâligens 
mallei 
pseudomallei 
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Bactériologie des souches de Pseudornonas aerugipq 

Selon Berche et al (1968), Pseudomonas aeruginosa fût isolée en 1882 par 

Carie Gessard à partir de pus bleu n'infections cutanées post-chirurgicales. 

• Le groupe des bactéries du genre Pseudomonas a subi de nombreux 

remaniements taxonomiques avec la création de nouveaux genres tels 'que 

Burkholderia, Stenotrophomonas, Fia vimonas, Cornamonas. 

La classification actuelle (Séquençage de l'ARN 16s) permet de classer 

Pseudomonas aeruginosa dans le groupe I d'ARN (Avril et al., 2000), 

Groupe I d'AN 

Groupe fluorescent 

P. aeruginosa 

P. fluorescens 

P.pufida 

P. veronhi sp nov. 

P. alcaligens 

- Genre Pseudomonas stricto sensus 

P. pseudoalcaligens 

P. mendocina 

P. stutzeri 

P.baiearica sp nov. 

P. monteilii sp nov. 

1.3. Pseudomonas aeruginosa 

Le bacille pyocyanique (du grec puon: Pus et du latin cyaneus. bleu foncé) est 

maintenant désigné sous le nom de Pseudomonas aeruginosa (Leminor et Veron, 

1989). 

1.4. Caractères culturaux 

Selon l'espèce, la température optimale de croissance se situe entre 20°C et 

40 °C, et permet de distinguer certaines espèces. 

L'ode.ur caractéristique des cultures de Pseudornonas aeruginosa est due à la 

production d'ortho-amino-ac3tophénone, un intermédiaire du métabolisme du 

tryptophane1  

5 



Bactériologie des souches (le Pseudomonas acruginosa 

Pseudomonas aeruginosa àpparaît sous différents aspects selon les milieux 

utilisés: 

ø Sur les milieux sélectifs: la capacité de croître stir le milieu lactosé de Mac 

Conkey constitue un critère d'identification, les Pseudomonas qui peuvent croître sur 

ce milieu y produisent de 'olonies lactose négatives incolores En outre, les 

souches de Pseudomonas aeruginosa isolées chez les personnes qui souffrent de 

fibrose kystique, y' produisent de grandes colonies muqueuses. 

Sur gélose au sang: après 24 heures d'incubation, Pseudomonas aeruginosa 

produit des colonies aplaties ou légèrement tombées de 2 à 4 mm de diamètre, la 

périphérie des grosses colonies est ondulée (Couture, 1990). 

Le bacille pyocyanique produit un voile fragile et peu épais à la surface des 

milieux liquides. Le voile est visqueux (slime) et sa nature est controversée: 

polyoside muqueux ou acide désoxyribonucléique libéré par la lyse d'une partie des 

cellules bactériennes (Leminor et Veron, 1989). 

1.5. Caractères biochimiques 

Le bacille pyocyanique possède toujours une cytochrome oxydase et peut se 

développer sur milieu séleciJau cetrimide, il métabolise les sucres uniquement par 

voie oxydative, il produit une arginine dihydrolase, une gélatinase, ainsi qu'une 

qitrate réductase (Cavallo et al. 1997) (Tableau 2.) 

Pseudomonas aeruginosa synthétise deux types de pigments. 

1.5.1. Les pigments phénaziniques (non fluorescents) 

Pseudomonas aeruginosa élabore un pigment bleu, la pyocyanine, qui peut 

jouer un rôle de transporteur d'électrons dans les conditions d'anaérobiose. Dans le 

cas où la chaîne cytochror.ique serait inhibée (par l'azide de sodium par exemple), 

la pyocyanine peut servir d'accepter terminal d'électrons. Par ailleurs, elle possède 

une action bactériostatique sur diverses bactéries. Cette molécule est synthétisée 

lorsque le milieu est pauvre en fer, permettant ainsi à la bactérie de fixer les ions 

Fe 3+  extracellulaire (Ki-young et Verstraete, 1993). 
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Tableau 2: Caractères d'identification des principales espèces de Pseudomonas 

(Leminor et Veron, 1989) 

-- 	
Groupes Génomiques 

k 	Id 	J ii 

Nombre de flagelles 

Réserve de poly-t-
hydroxybulyrate 
Croissance à 4°c 
Croissance à 41'C 
Auxotrophie 

Utilisation comme seule 
source de carbone et 
d'énergie 

Acétate 
Olu.oio 
Tréhalose 
Maltose 
lnositol 
Mannitol 
Arginine 

Réaction de l'oydase 
Respiration des nitrates 
Arginine dihydrolase 
Clivage des phénols (b) 

Acidification oxydativ* Ju. 
Glucose (c) 
Fructose 
Mannose 
Lactose 
Maltose 
Mannitol 

Hydrolyse de; 
ONPG 
Esculine 
Malonate 

.Lysine décarboxylase 
Phénylalanine- désaminase 

Hydrolyse de macromolécules 
Amylase 
Gélatinase 
Lécithinase 
Désoxyribonucléase 

Production de pyocyanmne 
Production de pyoverdine 
Hémolyse 
Sensibilité à la polymyxine 
Sensibilité à la furantoine 

(a) f-;  caractère présent ou 
souches; Nd s non détermir 

(b) : clivage des diphénols (SI. 
clivage. 

(c) + ; acidification rapide en 21 
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BaçérioIogie des souches de I'seudomonas acruginosa 

1.5.2. Pigments fluorescents 

Désigné sous le nom de pyoverdine, ce pigment jaune-vert est soluble dans 

"eau (Avril •et al., 1992). C€tte substance élaborée surtout par Pseudomonas 

fluorescens possède la propriété d'un sidérophore (Cornelis et al. 1989) de nature 

chimique cathécholates ou hydroxamates (Meyer et al. 1992). 

Il existe une relation entre lé taux de fer et infection (Weinberg , 1995); en 

effet un taux de fer élevé dans le sang favorise l'infection par la bactérie JNeiland 

1981, Ghérinot, 1.994). De même, si la bactérie possède beaucoup de sidérophores, 

l'infection sera plus facile (Martinez et al. 1990). Ainsi, le corps se défend en 

diminuant-le taLÀ de ier dans les liquides extracellulaires (Weinberg, 1986) ou bien 

en augmentant la température (fièvre) inhibant la synthèse des sidérophores (Ki-

young et Verstraete, 1993). 

Sur le plan médical, Les sidérophores sont utilisés pour diminuer la 

concentration élevée du fer dans le ..ang (Lankord, 1913). 

1.6. Caractères antigéniques 

1.6.1. Antigène thermostable 

La spécificité de l'antigène O est supportée par plusieurs polysaccharides de 

haut poids moléculaire qui sont des chaînes latérales du lipopolysaccharide. La 

composition en sucre aminé est différente d'un sérogroupe à l'autre, chaque 

sérogroupe donne une image caractéristique par immunoélectrophorèse. 

Les préva'en' - e du groipe O varient selon les pays, les plus fréquemment 

observés en France par exemple sont les groupes 6 et 11. 

Le groupage paraît stable pour une souche donnée, cependant des variations 

peuvent être observées après une mutation ou après une lysogénisation: la 

modification peut alors rendre la souche polyagglutinable (Leminor et Veron, 1989). 
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Liacieriologie des souches 	 /'seuc iijjg»qj 

1.6.2. Antigènes thermolabiles 

Parmi les ntigrres thermolabiles identifiés et purifiés chez Pseudomonas 

aeruginosa, on peut citer la porine F membranaire et diverses enzymes diffusibles 

comme les protéases, la phospholipase C et l'exotoxine A (Leminor et Veron, 1989). 

A cause de la difficulté de préparation de sérum arititiagollaire et de la 

présence d'au moins 55 antigènes différents dont la majorité sont communs à toutes 

les souches quelque soit le sérogroupe O, le typage H n'est pas largement adopté 

par les laboratoires dans l'utilisation de routine. De plus les purs et les protéines 

cellulaires peuvent être agglutinés par les, anticorps ai ti 11 (Pitt, 198). 

Un autre inconvénient du typage H chez Pseudomonas aeruginosa est la 

variation de phase: certaines espèces, notamment les bacilles à Gram négatif, ont 

la capacité d'altérer le phénotype de fabrication de flagelles d'un type antigénique à 

un autre type. Cette alternance permet à ta bactérie d'échapper à la réponse 

immunitaire de l'hôte; cette variation de phase est due à la présence d'éléments 

inversibles de tyøe transposon (Neidahrdt et al, 1998). 

17. Ecologie et pouvoir pathogène 

Pseudomonas aeruginosa est l'exemple caractéristique d'une bactérie dite 

pathogène opportuniste, c'est à dire qu'elle ne détermine de maladies que dans un 

terrain débilité (par exempl€i sujet immunodéprirné) ou bien après une inoculation 

agressive. La pathogénucité de Pseudomonas aetuyiiiosa est due a la production de-

plusieurs facteurs de virulence )ntra et extracellulaires (Rumbaugh et al., 1999). Les 

métabolites qui sont le plus souvent en rapport avec la physiopathologie sont les 

pûotéases,'Ies hémolysines, la phospholipae C, le glucopeptide et les toxines dont 

l'exotoxine A, l'exoenzyme S, la cytotoxine, l'entérotoxine et le facteur de 

perméabilité vasculaire 

Selon Berche et al (1'988), les infections causées par P aeruginosa sont 

multiples : les infections cutanées, digestives, oculaires, pulmonaires, des oreilles, 

du système nerveux et les surinfections de plaies 



Bactériologie des souches de Pseudon.gpis aeruginosa 

L'environnement hospitalier joue un rôle primordial dans l'infection endémique. 

Ainsi, un robinet d'eau peut être à l'origine d'une éruption de souches de 

Pseudomonas aeruginosa multirésistantes (Bert et Lambert-Zechovsky, 1997; 

Ferroni et al., 1998). 

Une des sources de contamination, qui était autrefois la plus fréquente et la 

plus dangereuse, car la plus inopinée, mais qui est maintenant soigneusement 

contrôlée, est représentée paï des solutions d'antiseptiques souillées par du bacille 

pyocyanique. Il s'agit soit d'antiseptiques inactifs sur ce germe (la plupart des 

dérivés d'ammonium quaternaire par exemple), soit de mutants résistants aux 

antiseptiques habituellement actifs (Leminor et Veron, 1989). 

Pseudomonas aeruginosa peut être transmis horizontalement entre les 

groupes de patients à travers les mains ou le personnel médical et para-médical, ou 

à partir d'une source environnementale commune (Kerr et al. 1995; Traube et al., 

1998). Une source secondaire de conlamination est le malade lui-même, à partir de 

plaies infectées, crachat, salive, unie, escarres... dans lesquels le bacille 

pyocyanique peut rester vivant plusieurs semaines. 

Les infections à Pseudomonas aeruginosa peuvent revêtir une allure 

épidémique; en effet, il a été rapporté dans un service de pédiatrie une épidémie à 

bacille.pyocyanique aonfl'origrne était des jouets de bain (Buttery et al., 1998). 

Les services à haut risque, par rapport aux infections isolées, ou épidémiques 

sont les unités néonatales, les unités de soins intensifs pulmonaires, les unités de 

chirurgie cardiaque et les services d'urologie et d'ophtalmologie (Vignes et al., 

1995 ; Astruc, 1997). 

Selon les résultats du NNISS depuis 1990, cette espèce est responsable de. 

9% des infections nosocomiales tous sites et services confondus ,Sa responsabilité 

est aussi impliquée dans 16% des infections pulmonaires nosocomiales, 11% des 

infections urinaires, 3% des sepicémies et 8% dés surinfections de plaies 

opératoires (Emori et Gaynes, 1993). 



Bactériologie des souches de Pseudo»zonas aeruginosa 

En Europe, une incidence assez voisine de celle observée aux Ltat unis a été 

mentionnée pour 1990, bien que de grandes variations existent entre hôpitaux et 

services. Dans une autre étude de Trévalence  incluant plus de 10000 patients et 

1410 services de soins intensifs répartis .dans 17 pays européens, P.aerugiiiosa 

tient en 1992 une place importante dans les infection respiiutu'ies (20.5%), 

urinaires (11.3%) et celle du site o.pératoire (95%). Ainsi la mortalité des infections à 

Pseudomonas aeruginosa est encore de plus de 20% dans les infections 

méningées; 50% lors des ptk'rnes ou encore de plus de 50.7% dans les 

pneumopathies (Spencer, 1996; Jarlier et al., 1995). 

1.8. Les marqueurs épidémiologiques 

La virulence de Pseudomonas aeruginosa rend nécessaire une parfaite 

connaissance des mécanismes de transmission et des risques d'infection, dans le 

but premier d'éviter leur éventuel allure épidémique I a prévonticni d'infection et le 

contrôle de Pseudomonas aerugihosa sont d'une extrême importance dans 

l'environnement hospitalier. L'efficacité de chaque mesure dépend de la 

disponibilité d'études épidémiolog;n'.ies appropriées. Pour cette fin, de nombreux 

systèmes de . pour la discrimination entre lignées sont utilisés 

• Des méthodes phénotypiques telles que la biotypie, l'antibiotypie, la 

sérotypie, la bactériocinotypie, la lyzotypie et la zymotypie. Ces 

techniques peuvent êtres utiles surtout en associant deux ou plusieurs 

d'entre elles (Cavallo, I 97). 

• Des méthodes génotypique tels que la ribotypie, le polymorphisme 

chromosomique (électrophorèse en champ pulsé et RAPD) et le profil 

plasmidique ( Delsal et al., 1988; Passarge, 1995; Bingen et al., 1996; 

Salauze et al., 1997; Shreve et al.,1997; Chetoul et al., 1997) 
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Les antibiotiques 

II- LES ANTIBIOTIQUES 

Une voie d'accès au traitement des maladies infectieuses est 

l'antagonisme de croissance entre deux microorganismes, cette action a été 

appelée "antibiose" par Villemin en 1889. la première observation de ce 

phénomène rapportée dans la littérature est due à Bartolomeo Bizio, qui 

observa en 1823 l'inhibition de la croissance de Serratia marcescens par des 

moisissures. 

II. 1. Définition 

Un zntibiotque est un métabolite, produit par des microorganismes, 

possédant une activité antibactérienne à faible concentration et n'ayant pas de 

toxicité pour l'hôte. Cette notion a été étendue aux molécules obtenues par 

hémisynthèse (Bryskier, 1999). Les antibiotiques sont caractérisés par une 

activité anti-microbienne à l'échelle moléculaire sur des sites spécifiques, au 

niveau d'une ou plusieurs étapes métaboliques ou. de l'équilibre physico-

chimique. Chaque antibiotique est caractérisé par son spectre qui correspond à 

l'étendue de son activité antibactérienne (Bryskier, 1999). 

11.2. Classification et mode d'action des antibiotiques 

Les agents antibactériens peuvent être classés selon leur structure 

chimique ou leur mode d'action sUr les bactéries. Les molécules qui présentent 

une structure chimique de base identique sont regroupées dans une même 

famille, certaines ne comportant parfois qu'un ou deux représentants . Ce 

premier mode de classification pérmet ainsi d'individualiser 15 familles 

distinctes: les - lactamines, les glycopeptides, la fosfomycine, les aminosides, 

les phénicolés, les tétracycliiies, les macrolides, les lincosamides, l'acide 

fusidique, les sulfamides, les quinolones, les rifamycines, les nitro-imidazolés, 

les nitrofuranes et les polymixines. En général, une même structure chimique 

confère aux antibiotiques un même mode d'action sur les bactéries (Hellali, 

1999). 
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Les antibiotiques peuvent agir soit sur la structure bactérienne, soit sur 

une fonction métabolique spécifique. Leur cible peut être unique ou multiple, 

telle que la vanomycine qui agit sur la paroi, la membrane plasmique et l'acide 

nucléique (Bryskier, 1999). Schématiquement, l'action antibactérienne des 

antibiotiques s'eftectue selon cinq principaux mécanismes (figure 1) (Hellali, 

1999): 

+ Interférence avec le métabolisme de la bactérie 

+ Action sur la paroi bactérienne 

+ Action sur la structure de la membrane plasmique 

•• Action sur la synthèse protéique 

•' Action sur les acides nucléiques 
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11.3. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES 

11.3.1. LES TYPES DE RESiSTANCE 

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut être naturelle ou acquise 

et ce, selon son déterminisme génétique. 

11.3.1.1. RESISTANCE NATURELLE 

C'est une résistance intrinsèque c'est àdire propre à toutes les souches 

d'une même espèce bactérienne. Le déterminisme génétique de cette 

résistance est d'origine exclusivement chromosomique. On parle alors,, de 

caractère sauvage ou normal de l'éspèce vis-à-vis de l'antibiotique. Cette 

résistance est stable, héréditaire mais non transférable (Cambau, 1996; Jarlier, 

1997). 

11.3.1.2. RESISTANCE ACQUISE 

C'est une caractéristique propre à certaines souches d'une espèce 

naturellement sensible à l'antibiotique. Elle se manifeste sous l'effet d'une 

pression de sélection et résulte soit de mutation, soit le plus souvent d'un 

apport de nouveaux gènes, nQtamment par le biais de plasmides, phages, 

transposons. (Philippon, 1988; Cambau, 1996). 

11.3.2. MECANISMES DE RESISTANCE 

La résistance de certaines espèces bactériennes à certains antibiotiques 

peut être liée à plusieur mécanismes de résistance, notamment: 

11.32.1. L'inactivation de l'antibiotique par la synthèse d'enzymes 

bactériennes 

Les bactéries produisent des enzymes qui altèrent chimiquement les 

antibiotiques et les rendent ainsi inactifs; c'est le cas des 0-lactamases 

hydrol'sant l'anneau 3-iactarne des pénicillines et céphalospor'nes (Jacoby, 

1994). 

D'autres enzymes inactivent des molécules d'antibiotiques en y ajoutant 

des groupements chimiques; c'est le cas des aminosides qui peuvent être 

inactivés par phosphorylàtion, adénylation ou acétylation (Shaw et ai, 1993) 
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11.3.2.2. Diminution de la perméabilité 

La diminution de la perméabilité dune bacterie a un antibiotique 

correspond à l'inhibition de la pénétration dé cet antibiotique dans la bactérie. 

L'absence de perméabilité est un phénomène de résistance naturel chez 

certaines espèces mais, qui peut survenir chez des espèces sensibles à la suite 

d'une mutation chromosomique. 

Ce mécanisme n'affecte pas les bactéries à Gram positif car les 

antibiotiques diffusent librement à travers le peptidoglycane qui constitue la 

paroi de ces bactéries. Chez les bactéries â Gram négatif, au contraire, la 

barrière constituée par le lipopotysaccharide (LPS) de la membrane externe 

s'oppose à la pénétration des antibiotiques. Cependant, cette membrane est 

traversée par des protéines trimères, les paries, qui forment des canaux 

permettant le passage de molécules hydrophiles comme les pénicil!ines à large 

spectre, les céphalosporines, les aminosides, les phénicolés ou les 

tétracyclines (Nikaido, 1992; Sutherland, 1993). 

Des mutations entraînant des modifications quantitatives ou qualitatives 

de ces porines sont responsables de résistances acquises souvent croisées à 

plusieurs familles d'antibiotiques. Elles sont constatées chez les 

entérobactéries, Pseudomonas, Haemophllus et les Gonocoques, mais 

n'occasionnent pas toujours de résistances perçues cliniquement.(Nikaido et al, 

1992). 

11.3.2.3. Modification du site d'action ou cible 

Pour qu'un antibiotique soit efficace, il faut qu'il se fixe à une cible dans la 

bactérie. Si cette cible est modifiée de telle manière que l'antibiotique ne puisse 

plus s'y fixer, la bactérie acquiert une résistance qui s'étend souvent à toute 

une famille d'antibiotiques. 
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• Exemple 1: Modification des PLP 

La modification des protéines de liaison à la pénicilline ou PLP (protéines 

enzymatiques constituant la cible des ft.laptamines ) 
est surtout observée chez 

les Staphylocoques, les Entérocoques et les Pneumocoques. Elle est due à une 

diminution d'affinité des PLP, soit par augmentation de leur production, soit par 

synthèse de nouvelles PLP de très faible affinité (Grossato et ai, 1991 

Sutherland, 1993). 

• Exemple 2: Modification de la cible ribosomale 

Les ribosomes, lieu ds synthèses protéiques, peuvent être altérés dans 

leur structure et leur fonctionnement par la fixation d'un antibiotique. 

• Une modification de la cible ribosomale acquise par mutation diminue 

l'affinit'é du site de fixation de l'antibiotique et rend la bactérie résistante. Ce 

mécanisme est responsable des résistances aux tétracyclines, aux macrolides 

et linco'samides, aux phénicolés et plus rarement aux aminosides (Roy, 1997). 

• D'autres exemples de cibles modifiées sont également connues. C'est 

le cas des enzymes intervenant dans la synthèse des acides nucléiques qui, 

modifiées, deviennent insensibles aux quinolones (ADN gyrase): rifamycines 

(ARN polymérase), sulfamides (DHPS, enzyme intervenant dans la synthèse 

des purines) et triméthoprime (DHFR, enzyme intervenant dans la synthèse des 

pyrimidines) (Roy,  1997). 

11.3.2.4. Substitution de la cible 

Les sulfamides et le triméthoprime inhibent les enzymes nécessaires à la 

synthèse de l'acide folique qui est indispensable à la synthèse des acides 

nucléiques. Un des mécanismes de résistance observés avec ces antibiotiques 

suppose, entre autres, le développement d'une voie métabolique visant à 

remplacer la voie bloquée par l'antibiotique. En effet, certaines bactéries codent 

une autre enzyme insensible à l'agent antibactérien grâce à un plasmide de 

résistance. Ces bactéries produisent ainsi . une enzyme chromosomique 

sensible et une enzyme plasmidique insensible (Roy, 1997). 
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11.3.2.5. Expulsion des antibiotiques 

Les bactéries produisent souvent des protéines membranaires agissant 

comme pompes moléculaires permettant d'expulser un antibiotique d l'extérieur 

de la cellule. C'est le mécanisme principal de la résistance à la tétracycline, 

chez les bactéries à Gram itt à Gram négatif. Il existe aussi de telles 

pompes spécifiques de la résistance au chloramphénicol chez les bactéries à 

Gram négc et Je la résistance aux quinolones chez les St;.hylocoques. 

D'autres pompes, ayant moins de spécificité de substrat ont été également mis 

en évidence chez E. cou, elles sont capables de transporter des antibiotiques 

variés (Nikaido, 1994). 

11.3.3. DISSEMINATION DE '.A RESISTANCE 

Les gènes de résistance aux antibiotiques ne semblent pas apparus de 

novo depuis l'ère des antibiotiques. Ils proviennent plutôt de bactéries 

productrices d'antibiotiques. Ces gènes qui ont évolué depuis des millions 

d'années étaient prêts à être recrutés par des éléments génétiques mobiles et à 

être transférés chez des organismes ayant maintenant besoin des gènes de 

résistance pour survivre. En effet, en plus des plasmides et des transposons, 

les bactéries ont même développe des moyens naturels de dissémination de la 

résistance (intégrons) ressemblant étrangement aux méthodes de génie 

génétique développées au laboratoire (Davies, 1994; Roy, 1997). 

113.3.1. PLASM I DES 

Les gènes de résistance aux antibiotiques peuvent être transmis d'une 

espèce à l'autre par le biais de plasmides, éléments d'ADN extra-

chromosomique capables de se répliquer indépendamment du chromosome. La 

plupart des plasmides d'importance clinique sont conjugatifs, ils possèdent les 

gènés pour les pilis sexuels et pour un mécanisme spécialisé de réplication de 

l'ADN. Les gènes de résistance peuvent s'associer aux plasmides, soit par le 

• système de recombinaison homologue de la cellule, soit encore par les 

mécanismes spécialisés tels que les transposons et les intégrons. Une fois le 

gène de résistance est présent sur le plasmide, il peut être transmis à toutes les 

espèces faisant partie de la gamme des cellules hôtes du plasmide (Roy, 

1997). 
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1I.3..2. TRANSPOSONS 

Les transposons sont des éléments mobiles d'ADN (gènes sauteurs) 

capables de se transférec entre un chromosome et un plasmide ou encore entre 

deux plasmides. Ces éléments qui codent pour la résistance aux antibiotiques 

sont responsables de la dissémination de cette résistance; c'est le cas du 

transposon Tn 3 portant les gènes de - lactamases à spectre élargi et 

responsable de la dissémination de la résistance aux céphalosporines de 

troisième génération (Roy, 1997). 

11.3.3.3. INTEGRON 

Les irtrron cont:' em une nouvelle famille d'éléments, génétiques dans 

lesquels de multiples gènes cassettes codant chacun pour une résistance à un 

antibiotique peuvent s'insérer sous forme de séquences mobiles par 

recombinaison « site - spécifique)> à laide d'une intégrase similaire à celle du 

bactériophage lysogène X 
( 

Roy et al, 1997). 

La structure des intégrons comprend deux régions conservées flanquant 

une région variable où se trouvent les gènes cassettes intégrés. La région 5' 

conservée comprend le gène int codeur de l'intégrase, le site d'intégration des 

cassettes et le promoteur' resporable de l'expression des gènes cassettes. La 

région conservée 3' contient des gènes de résistance pour d'autres 

antibactériens (Figure 2) (Poirel et al, 1999). 

Les intégrons constituent donc une sorte de génie génétique naturel et 

forment des opérons de résistancé fortement exprimés. lis font parfois partie de 

divers trar- - ~ - sons et se retrouvent aussi dans des plasmides de plusieurs 

groupes d'incompatibilité. Parmi 'les gènes de résistance cliniquement 

importants portés par les intégrons, on retrouve les gènes conférant la 

résistance aux aminosides ainsi que les. gries de - lactamases de type OXA 

et CARB et plusieurs gènes responsables de la résistance au triméthoprirne 

(Roy, 1997; Poirel al, 1999). 
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Pi 	P? 	 P qacEAl Su!! 	P orf 5 

H 
int 	 P 	GTTRRRY 	GT1RRRY 

Segment 5'- conservé 	 Cassette insérée 	Senrnent 3'- (onservn 

Figure 2 : Structure générale des intégrons (ROY, 1997). 

Les flèches indiquent la direction de la transcription. Leii!placemeiit et 

l'orientation des promoteurs sont indiqués. Les séquences GTTRRRY indiquent 

les points des crossing-over pour l'intégration spécifique de site des cassettes. 

On indique ici une cassette insérée avec sa séquence palindromique en aval ; il 

peut y avoir plusieurs cassettes intégrées en tandem. qacEAl : résistance aux 

composés aminés quaternaires (faible, gène tronqué), Sul 1 : résistance aux 

sulfamides. 
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UI- LES BETA-LACTAMINES 

IILI. HISTORIQUE 

En septembre 1928, Fleming fit l'observation qu'un contaminant banal de 

laboratoire avait une action inhibitrice très marquée sur la croissance de 

Staphylocoques cultivés à son côté. Le champignon fût identifié par la suite 

comme appartenant à l'espèce Penicillium notatum, de même la substance 

produite fût appelée Pénicilline. 

Depuis, l'ère des antibiotiques a véritablement évolué et l'industrie 

pharmaceutique s'est alors mise à développer de nouvelles classes de [-

lactam,nes tel que les céphamycines, les oxy-imino-céphalosporines, les 

carbapénèmes, les mcnolactames, les clavames et les inhibiteurs de bêta-

lactamases. 

111.2. Structure et classification des bêta-lactamines 

La famille des f3-lactamines se compose de quatre groupes de molécules: 

les pénames, les pénèmes, les céphèmes et les monolactames. On doit ajouter 

à cela les inhibiteurs de t3-lactamases dont certaines structures sont incluses 

dans les quatre principaux groupes, (Bryskier, 1999). 

La structure de base des IHactamines est le noyau azétidinone qui 

contient la structure carbonyle lactame, laquelle est indispensable pour l'activité 

des molécules Sur cette structure est fixé un cycle penta-atomique saturé 

(Pénam), insaturé (Pénem) ou héxa-atomique (Céphèmes) (Figure 3). le noyau 

azétidone seul (3-lactamine monocyclique) peut être substitué, et en fonction 

des substituants de l'atome ae l'azote, il est possible de distinguer les 

monobactames (Aztréonam), les monocarbames, les monophosphatames. 

Actuellement, du fait de la complexité de ce groupe, il est dénommé 

monolactame.(Bryskier, 1999) 
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cool-1 
Pénèmes 

î. 
- 

COOH 

Péna mes 

COOH 

Céphèrnes 

Figure. 3 : Classification des jWactamines (Bryskier, 1999) 
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Matériels et méthodes 

11.5. Sérotypage 

Principe 

C'est une méthode d'utilisation facile, fournissant une information 

indispensable et, parfois suffisante pour les enquêtes épidémiologiques, elle est 

basée sur l'agglutination d'une suspension .bactérienne vivante avec un sérum 

anti-O. 

Les immuno-sérums anti-O sont obtenus sur lapin auquel on inocule des 

suspensions bactériennes chauffées (l'antigène H thermolabile est ainsi détruit). 

La spécificité est ensuite obtenue par saturation croisée. 

Pour faciliter le typage, quatre mélanges de sérums sont préparés et 

désignés par le sigle PMA, PME, PMC, PMF. Leur composition est la suivante: 

PMA=P1 +P3+P4+P6 

PMC = P9 + P10 + P13 + P14 

PME = P2 + P5 + P15 + P16 

PMF=P7+P8+P11 +P12 

Il existe donc 16 sérums monovalents numérotés de là 16. 

Technique 

- Prélever les bactéries à la surface d'une gélose assez sèche cultivée à 37°C 

depuis l6à24h. 

• 	
- Mettre ces bactéries en suspension très homogène, par adjonction 

progressive du sérum avec l'anse de platine. L'agglutination O apparaît en 

quelques minutes, elle est fine et régulière et se distingue très facilement des 

colonies bactériennes mal émulsionnées éventuellement présentes. 

- Rechercher ensuite l'agglutination à l'aide de sérum spécifique entrant dans 

la composition du sérum mélange ayant donné une agglutination, nette. 
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11.6. Détection de 3-lactamaes (CourvIin et ai., 1985) 

En pratique, la détection seulement qualitative des diférentes f3-

lactamases se fonde sur la modification du cycle f3-$actame ouvert, 

s'accompagnant de la formation d'acide pénicilloique pour les pénicillines et 

céphalosporoïque pour les céphalosporines. 

11.6.1. Test iodométrique 

Principe 

C'est une technique de détection rapide des 3-lactamases, basée sur la 

réduction du complexe iodo-amidon par l'acide pénicilloïque libéré après action 

de la f3-lactmase: Le déplacement de l'ioçie entraîne un éclaircissement de la 

coloration violette initiale. 

Technique 

- Faire dissoudre puis porter à ébullition d'une part 0,3 g d'amidon dans 20 

mi de tampon phosphate 0,5M (Ph7) et d'autre part 1 gr d'agarose dans 80 ml 

de la même solution tampon. 

- Une fois limpides, ramener les deux solutions à une température de 55°C au 

Bain-Marie. 

- Mélanger les deux solutions, puis ajouter 2 ml d'une solution iodo-iodurée et 

3 ml d'une solution de Benzylrnicilline (5 mg/ml), bien homogénéiser le tout. 

- Laisser refroidir, puis couler le gel toùt en faisant des puits de 4-5 mm de 

diamètre séparés de 3 cm. 

- Une fois le gel solidifié, remplir les puits avec 20pl d'une culture bactérienne 

de 18h-24h à 37°C. 

Lecture et interprétation 

Réaction positive:, une zone circulaire décolorée apparaît autour des puits 

après 20 à 30 minutes et tend à s'agrandir avec le temps L lecture peut 

encore se taire après 2 à 4 heures. 

Réaction négative: aucune modification de coloration n'est observée même 

après 24 h. 
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• 11.6.2. Test acidimétrique (Courvalin et al., 1985) 

Le principe de ce test repose sur 'la modification du pH qui, après 

• 	hydrolyse de la 0- lactamine, devient acide et provoque le virage de l'indicateur 

de pH. 

Préparation de la solution de révélation  

• Solubiliser 5 millions d'unités de benzylpénicilline dans 4,5 ml d'eau 

distillée en présence de quelques gouttes de NaOH (1 N). 

• Ajouter 0,5 ml d'une solution de rouge de phénol à 0,5 %. 

• Le pH obtenu doit être de l'ordre de 8,5. Cette solution a une couleur 

• rouge pourpre, elle doit être préparée extemporanément. 

Mode opératoire  

• A partir d'une culture de 18h à 37°C sur Mueller Hinton, préparer une 

suspension bactérienne assez dense dans de l'eau physiologique. Le pH 

de cette suspension doit être de l'ordre de 8. 

• Ajouter à cette suspenn, 3 gouttes de la solution de révélation. 

• Témoin négatif : 3 gouttes de la solution révélatrice dans 0,5 ml 

d'eau distillée stérile. 

• Laisser les tubes à température ambiante, pendant quelques minutes. 

Lecture  

- Réaction positive : modification de la coloration du mélânge du violet au 

jaune, observée souvent en moins de 2 minutes mais parfois après quelques 

minutes. 

- Réaction négative : pas de modification immédiate de couleur. 

Remarque : Après plusieurs heures d'incubation à température ambiante, il y a 

hydrolyse spontanée de l'antibiotique. 
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11.6.3. Test PADAC 

C'est un test chromogénique de recherche des - lactamases encore 

plus rapide que le test iodométrique. 

Principe 

Le test est constitué d'une poudre déshydratée de céphalosporine 

chromogère. pndime 2 azodiméthyl - aniline céphalosporine (PADAC).Celle-

ci est solubiliée dans du tampon phosphate (pH 7,2) ou de l'eau distillée stérile 

à pH neutre. 

Technique 

Prélever quelques cok.iies bien isolées et les homogénéiser dans le 

réactif reconstitué, incuber à 37°C pendant quelques minutes. 

Lecture. 

Une réaction positive se traduit par le passage du gris violet au jaune en 

5 min au maximum. 

En l'absence de bêta-lactamase, le composé reste intact. 

11.7. Extraction de l'ADN plasmidique (KADO ET LI U, 1981) 

Principe 

C'est une technique rapide permettant l'extraction de plasmides de 

différentes tailles. En effet, elle est particulièrement bien adaptée à l'extraction 

des plasmides de petites et de grandes tailles (>100 Kb). Elle met à profit les 

propriétés structurales de l'ADN plasmidique, qui est libérée après la lyse des 

bactéries sous des conditks qui dénaturent l'ADN chromosomique par 

traitement à la chaleur et un détérgent anionique. 

L'ADN chromosomique, les protéines et. les débris cellulaires sont. 

éliminés par action du phénol/ chloroforme/ alcool-isoamylique. L'ADN 

plasmidique se retrouve dans la phase aqueuse ou <(l'extrait brut» non 

précipité est analysé immédiatement sur gel d'agardse. 

G.' 
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Technique 

•. Inoculer une colonie bactérienne dans 5m1 de milieu LB additionnés de 
• 	

l'antibiotique approprié. 

+ Incuber une nuit à 37°C sous agitation. 

•. Centrifuger 1.5 ml de la culture bactérienne à 15.000 trs/min. pendant 

2min. 

•. Resuspendre le culot bactérien dans 50pl de la solution 1 

•. Ajouter lOOpI de la solution 2, mélanger délicatement en inversant le 

microtube plusieurs fois. 

•:• Mettre le microtube dans un bain-marie à 65°C pendant 1 Omin. 

•. Placer immédiatement le microtube dans la glace pendant 5 min. 

•. Rajouter un volume de phénol/ chloroforme/ isoamyl-alcool et mélanger 

délicatement. 

•:•. Centrifuger le mélange pendant lOmn. à 15.000 trs /mn.. 

•. Laiss iepuser le microtube pendant 5mn. 

+EZécupérer 35 à 70 pl de la phase aqueuse et la mettre dans un nouveau 

microtube. 

•. Ajouter 10 à 20pl de solution de dépôt, puis déposer l'échantillon 

immédiatement sur le gel d'agarose. 

Solutions employées: 

Solution 1: T E 	Tris 50mM pH 8.0 

EDTA-Na2  1M 

Solution 2 : Tris - SDS Tris 50 mM pH 12 6 

Sodium Dodécyl sulfate (SDS) 3% 

Phénol! chloroforme!isoamyl-alcool (25 :24 :1) 

mi 
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ELECTROPHORESE SUR GEL D'AGAROSE 

Les acides nucléiques peuvent être séparés sur gel d'agarose dans un 

but analytique ou préparatif (Kamoun, 1997; Kaplan-Delpech, 1998). 

Principe 

C'est une technique standardisée qCii assure la séparation, l'identification 

et la purification de fragments d'ADN chargés négativement. La visualisation de 

ces derniers sur gel se fait à l'aide d'une solution de brômure d'éthidium 

(0.5pg/ml) ; 
ce dernier est un agent fluorescent qui est fluorescent aux UV. 

La migration de l'ADN dans un gel d'agarose soumis à un champ 

électrique dépend de plusieurs paramètres: 

•:• Le poids moléculaire de l'ADN. 

•. La concentration d'agarose dans le gel. 

•• La conformation de l'ADN. 

.:: Le voltage appliqué. 

•. La composition du tampon délectrophorèse (SAMBROOK et al, 1989). 

Technique 

Préparation du gel 

•:• Placer un peigne dans le moule de la cuve d'électrophorèse, afin de 

réaliser des logettes dans le gel. 

•:• Faire dissoudre l'agarose (0.7%) dans le tampon TBE 10X (dilué au 

1/10) par chauffage jusqu'à ébullition. 

•• Laisser refroidir jusqu'à 50°C et ajouter le Bromure d'Ethidium à une 

concentration finale de 0.5pg/ml. 

•• Couler l'agarose dans la plaque d'électrophorèse sur une épaisseur de 

0.5-1cm et laisser se solidifier. 

+ Retirer le peigne sans abîmer les logettes. 

+ Remplir la cuve d'électrophorèse avec le tampon TBE iX de façon à 

CE que le gel soit immergé par le tampon. 
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Préparation des échantillons à analyser 

Mélanger 20pl de la préparation plasmidique avec 5iJ1  de solution de 

dépôt 5X contenant un témoin de migration (le bleu de bromophénol) et du 

glycérol pour alourdir l'échantillon; 

Dépôt et migration électrophoréticiue 

•• Déposer les échantillons à analyser dans lès logettes du gel. 

+ Réaliser l'électrophorèse sous 90V pendant six heures. 

Visualisation de l'ADN plasmidigue 

Elle se fait sous UV à 254 nm sur transilluminateur 

Solutions employées 

Tampon TBE IOX: Tris 89Mm 

Acide borique 89 mM 

EDTA—Na 2  25 Mm 

Solution de dépôt: 	Glycérol 50% (W/V) 

Tris - HCI 5OmM pH 7.5 

EDTA- Na2 5mM 

Bleu de bromophénol 0.05% (WattlVoh.) 

Rnase 30pg /ml 

Bromure d'éthidium (BET) : lOmg/ml d'H20 

11.8 Transfert des plasmides par conjugaison 

La conjugaison représente le phénomène de contact physique par lequel 

les plasmides peuvent passer d'une cellule donatrice (D) à une autre réceptrice 

(R). (Haas et Riess 1983) 

Pour pouvoir détecter le passage du plasmide d'une souche à une autre, il 

faut que leurs phénotypes diffèrent. Pour obtenir les meilleurs résultats, 

plusieurs expériences orft été effectuées avec les différents rapports de 

donneur et receveur (D/R) pendant des temps de contacts différents. Le contact 

a été effectué dans le milieu liquide de Mueller Hinton. (Joly et al., 1975, 

Reimmann et Haas, 1986). 
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Le croisement est effectué entre cinq souches multirésistantes présentant 

une sensibilité à la rifampicine et une souche d'E. coli K 1 2 caractérisée par sa 

sensibilité à toutes les molécules d'antibiotiques à l'exception de l'acide 

nalidixique et de la rifampicine 

Technique 

Les souches donàtrices et receptrices d'une culture fraîche en fin de 

phase logarithmique (5x 108  cellules I ml) ont été mélangées .  dans un rapport 

de D/R: 111, 1/5, 1/10 gt 10/1 pour la conjugaison sur le milieu liquide. 

L'inôubation a été faite pendant des temps de 10 mm, 40 mm, 1h, 2h, 4h à 16h. 

Apartir du mélange donatrice-réceptrice, 3 dilutions à 102, 	10-6sont 

prépa res. 

La sélection a été faite sur Mac Conkey (18 ml) additionnés, en surfusion, 

de I ml de la solution de. rifampicine et de 1 ml de la solution d'antibiotique qui 

contresélectionne les transconjugants: 

Rifampicine 100 pglml. 

. 	 Ampicilline 40 pg/ml. 

Amoxicilline 40 pg/ml. 

Imipénème 12,5 	g/ml. 
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L'ensemencement a été effectué selon le schéma ci-dessous (Figure. 14) 

et l'incubation se fait à 37°C pendant 24 heures. 

Mélange dilué au 1/10+6  

Mélange dilué au 1/10+4 

Mélange dilué au 1/100 

Suspension mère 

Souche résistante témoin  

Souche réceptrice E. coli K12 

Figure. 14: Ensemencement sur boîte de sélection 

Lecture 

Sur les boîtes de sélection, la souche donatrice et la souche réceptrice ne 

doivent pas se développer; seules les bactéries résistantes à la fois à la 

rifampicine et à l'antibiotique de sélection sont capables d'y croître. 

Quelques colonies des transconjugants sont repiquées du milieu sélectif 

et analysées du point de vue de leur acquisition de nouveaux caractères de 

résistance et de transfert de plasmide. 

7. 
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119. Curage effectué par des substances chimiques 

Principe 

Le principe consiste à cultiver une souche possédant le plasmide en 

présence d'une substance curante qui provoquera une perte de plasmide 

supérieure à la perte spontanée chez une population de bactéries. 

(Bouanchaud et Chabbert, 1971) 

Technique 

1 °'joyr 

- Préparation des dilutions: 

Faire une série de dilutions de l'agent curanr â des concentrations croissantes 

allant de 20 pg/ml jusqu'à 2048 pglml en milieu BHIB sous un volume de 4 ml. 

- Prévoir un tube de contrôle sans agent curant. 

- Inoculer la gamme et le tube témoin avec 0,1 ml d'une dilution 10 -5 d'une 

culture de 18 h de la souche à étudier. 

- Incuber 18 h à 37°C à l'obscurité (afin d'éviter les phénomènes de 

photoréac.. tio qui conduisent à la réparation de l'ADN et à la survie du 

plasmide). 

2ème jour 

- Déter.miner la concentration minimale inhibitrice de la souche vis à vis du 

produit utilisé. 

- Isoler sur gélose MH, les bactéries du tube immédiatement inférieur à celui 

de la CMI ainsi que celle du tube témoin par inondation de la surface des boîtes 

avec des dilutions appropriées de manière à obtenir 200 à 300 colonies par 

- - 	 boîtes. 

- Sécher les boîtes ouvertes 30 minutes à l'étuve et incuber à 37°C pendant 

18h. 

3ème jour: 	 . 	 . 

Réaliser un antibiogramme sur les colonies qui ont poussé afin de déterminer la 

perte de caractères de résistance. 
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I. IDENTIFICATION 
Cent souches se sont avérées des bacilles à Gram négatif, mobiles, 

aérobies strictes, oxydase positive, dégradant le glucose par voie oxydative, 

lactose négatif elles peuvent donc être assignées au genre Pseudomonas. 

Les caractères culturaux et biochimiques (galerie classique, API 20E et Galerie 

Pasteur Pseudomonas) rapportés dans les tableaux 6,7,8 augurent de 

l'appartenance de ces souches à l'espèce Pseudomonas aeruginosa (figure 

15,16,17) 	 . 

Sur la base de l'auxanogramme , la galerie API 20 E a permis de mettre 

en évidence 4 biotypes (Tableau 7); 

Tableau 6 : Caractères principaux d'identification des souches de Pseudomonas 

aeruglnosa par galerie classique 

Souches 
Croissance Métabolisme 

production de 
pigment 

I»,,,dutl iui, 

de lit Ovdase Type 
-j;- 

( iti -ale 

de 
Mannitol 

à 42°C du glucose mobilité 
simuiiuns 

Aérobic 
+ ()vdat,r + 

F,- R,- R,- F,- K,S, stricte 
- 	 2'S2  

t t 1 4 + ()ydiiIiI 
stricte 

Fi- P., - S,,I- E,- Aérobic . - 
* 	* 

A, 0 	- Cv,,,- 
+ 

. 
Oxydatil + 

' 
4 + 

stricte  
+ + 

A,3-z3-- sou  -9070- . Aérobic 
r- r4. i tti 1 

+ Oxyd att r  + + • + 
stricte 

+ 
 

+ 

F,0- A,0-  5S13- Aérobie 
038- 2'S,- 2'S3  -40- + Oxydatif + + 

+ stricte + 
1,20 	P35 SS X- Aérobic 
MA,MA - K,- 	pu,. - + Oxydatif + + + + + .-- 

stricte 

+ Inerte + . 	 + + Aérobie + 
I'69.E-Po2-A, 6- 

______________ 
-- - ..--..-.-.-.-.---.- --------. --- 

stricte 
- 	 ---- 	 '- --------- -- -- 

M,- F9 - V, - V3-- + fncrl f + + ro 'e + + 
stricte 

V 4 -V1 -IS1-2SB- 
3SH- 4S13- ()1)2 - + 

- 

Inerte 
. 

+ 
- 

.f 

. 

_____ 

. 

Aérobie 
--- ----  

- 	 . stricte 

4 inerte - i 7 Pss 
b 

43-068-SAU-K,,S3  . - 	
- stricte  

- Pa - 
________ 

+ Oxyddtif 
__________ 

+ 
______ 

+ + Aérobic + + 
- 	 . stricte 

+ Oxydntif + + + Aérobie 
+ 5 

5.-l6"-i.,-I'- -;li,,le 

SIUS, 	- 

yU) -  065- Po, - 

..--- .........- ................................... 

+ 
 

Aérobic 
f 

2wii- 012' -Po,- PM- stricte 
Poste- 2- S0 - 

Inerte . , , Aei'I'u 
- 062- S,0S2- 15 -. 

M37-D74P-- .- - - 

F 	, ,1-S2-2d-SW . 	 + ifleile - + -- + 
stricte 

+ + 

--V2 
+ Incite -  + 4- Aérobic + ~ 

stricte 

+ licrtc - + + Aérobic + + 
stricte 

F Inerte - t -I 1. -p 
stricte 

t inerte - 
Aérobie 
stricte 
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Code 

FrP4ç- 
S„ 	C'nô 
A15- Z5-S- 9070 -!- P<-
RAM -F 2- F 10-A, 3-5SB — 038-
2'S 1 -2'S 3-40-Pm-P38-SS-X5-
MA,-K 1 -P48-PO3 - 5 :-16 --
Z11- P41-F 3-PS6S 3. P42-
S, oS,- Y(F)- 065-PM- 2w11 
0, 2-PO{- PO,-POS 18-2'-S 3  

Tableau 7Résultats de l'identification par système API 20 E 

TUA 	 A 	DIOLb 	7O 

- 	+ 	- 	- 	+ 	- 	+r- 	- 	- 	+ ---- + 

t 	 ~ 

_ 

:1IE: 

	— 	 1 + 	2216004, 53 

- 	+ 	-- 	+ 	- 	+ 	- 	--+ 	+ 	- 	- 	-.--- 	- 	- 	- 	+i 

: 	 I_IIL_111 	III ii zT 

Psa-E*-P0 2-A, 6MA ~-F ~ -V -V:- _ + — — + — i + 	_ — + — — — — — — — — — + 
V3-V4-V5-1 SB-2SB-3SB-;SB — 	--= 	 - — 	— 	 --  
OP2-OS,4-O =3-F.-F--F -F=- 	— + — — + — + — — — + — — — — — — — — — + 2212004 34 
PS — 6S,-S8S,-43-SW-2a3-0- 	— ' — 	— 	— — — 	— — — — — — — — — 
SAU-K,3S3-Pa- M37-D-.-F- ---- — 	+ —~  ---- -- +  — --- 	— 	+  

F, -R 3-R,-F, < S,-2'S 2-3B-
3 K2B2 

j SZS-O62-S10S2-F -:, - 15*  

—  + — —  + —  i + — — —  + — — — — — — — — —  + 	 f . 

—  + _ 	—  + 	- 	+ + — — — — — 	—  + + 
— --- — — 	 — — ------------ 	 2216006 5 
- + 	- + i - + - - - + + - - - - - - - + +  

- t -- + 	 _ 	- - - _ - _ - - 	 - 
— — — - 	 + 

- 
— 

_ 
 --=—+--  	- — 	 2212006 5 	

1. 

f 



-- 	 /?éxuliais e! CJiSCUSSWn 

Figure 15 illustration de la production de pigments chez quelques souches de 

Pseudo,nonas aeruginosa 

Figure 1:  U!ustration dé l'identification par galerie API 20 E pour quelques 

souches de Pseudomonas aeruginosa 
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II. PREVALENCE DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

EN FONCTION DU TYPE DE PRELEVEMENT 

-- 	 Les résultats regroupés dans le tableau 9 montrent que les 100 souches 

de Pseudomonas aeruginosa ont été isolées à partir d'un total de 197 

prélèvements, soit 50,7%, et la majorité des souches est issue du pus (73%) 

Les urines et l'environnement se partagent le reste de façon presque égale, 

respectivement 16% et 14%. 

Ces données montrent d'abord l'importance de l'implication de 

Pseudomonas dans les infections hospitalières en génèwi, notamment dans les 

services de chirurgie, et à l'hôpital de Tlemcen en particulier. 

En effet, il est connu que Pseudomonas aeruginosa est un germe 

préférentiellement hospitalier ('.ahal et Kezzal, i93, Blanc et al., 199/ , Larabi 

et al., 2001), sévissant particulièrement dans les services de chirurgie et de 

soins intensifs (Widmer et al., 1993; Juma et Chattopadhy, 1994; Cailleaux et 

al., 1997). Ces services sont à haut risque en raison des pathologies qui sont 

recrutées et des contaminations liées au matériel utilisé: Cathéter, sonde, 

canule de trachéotomie, matériel de chirurgie. 

Concernant la fréquence importante (50,7%) de Pseudomonas aeruginosa 

dans les surinfections à l'hôpital de Tlemcen, celle-ci est en accord avec la 

moyenne nationale de 50% rapportée dans le rapport d'évaluation de la 

surveillance de la résistance aux antibiotiques du Ministère de la Santé (2000). 

Ce taux national d'implication de Pseudomonas dans les infections est 

nettement plus élevé par rapport à ce qui est signalé dans les autres pays tels 

que les USA (9%) (Emori et Gaynes, 1993) et la France (8,7%) (Bert et 

Lambert Zechovsky., 1999). Ceci peut être du à la mauvaise prise en charge du 

malade dans le contexte de l'hygiène hospitalier avec tout ce que cela implique 

comme insuffisances au niveau, du personnel soignant, linges - literie, locaux, 

matériel médical.... . 

Sur les plans tropisme et physiopathologie, P.aeruginosa 	a une 

prédilection pour les plaies et le tractus urinaire suite à l'utilisation de cathéter 

(Griffith et al., 1989). 
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Les fréquences d'isolement de P. aeruginosa retrouvées en fonction du 

type de prélèvement concordent avec celles rapportées, au niveau national, par 

Rahaf et Kezzal (1983) ( pus: 496%; urines: 9%) et dans le rapport 

d'évaluation de la résistance aux antibiotiquesdu Ministère de la Sahté (2000) 

• 

	

	où il est indiqué que la plupart des souches de P.aeruginosa ont été isolées 

chez les malades hospitalisés et à partir de suppurations; tandis qu'au niveau 

O .  international, les taux sont plus faibles et varient selon les pays, les hôpitaux, et 

les services(Philipon, 1998; Bert et Lambert Zechovsky., 1999 ;Larabi et al., 

2001 ). 

La recherche dune réserve environnementale de Pseudomonas 

aeruginosa a permis de mettre en évidence ce dernier à un taux de 14%, 

principalement au niveau des points d'eau (robinet, siphon); çette présence est 

en rapport avec l'affinité hydrique de Pseudomonas et constitue un risque 

potentiel d'infections endémiques ou épidémiques' (Ferroni et al., 1998). Les 

travaux de Blanc et al (1997) sur l'environnement hospitalier ont révélé la 

présence de P.aeruginosa une fréquence de 9%. 

Tableau 9 Origine et natute des prélèvements 

Lieu de Nature du Maladies Nombre de Nombre de souches 
prélèvement prélèvement 

Cholécystite aigué 

prélèvements isolées 

Abcès de la fesse 

Appendicectomie 

Lésion rectale 
120 88 

Néo vésiculaire 
Pus -sang (73%) 

Occlusion intestinale 

z 
Fibrome 

C.) 
Kyste hydatique 

Eventràtion 

Plaies 

42 7(16%) 	-. Urines Infections urinaires 

Lnvionnement 35 5(14%) 
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III.SEROTYPAGE 

Le sérotypage des souches a révélé une diversité illustrée par la présence 

de 15 sérotypes sur les 16 recherchés, l'exception étant l'absence de 013. 

Le sérotype n 'étant pas connu, comme ayant une relation directe avec la 

virulence, sa détermination dans le cadre hospitalier a surtout une valeur de 

marqueur épdémiologiqise. 

D'une façon globale, on a noté une fréquence relativement élevée de 

011, tandis que celle des autres sérotypes ne présente pas de fluctuation 

significative (Tableau 10) 

Cs données - dénotent d'une absence de caractère épidémique dans les 

infections. Par ailleurs, il faut noter quand même la singularisation du sérotype 

011 avec son taux de 14%. 

Les sérotypes retrouvés dans notre étude ne concordent pas entièrement 

avec ceux rapportés par Rahal et Kezzal (1983) pour l'Ouest du pays. En effet, 

ces auteurs ont placé 06 largement.en tête, tandis que le 011 ainsi que les 09 

et 04 n'ont pas été retrouvés dans la région '  d'Oran. Ceci est peut-être en 

relation a un,; évolution épidémiologique des infections à Pseudomonas 

aeruginosa : apparition de nouveaux sérotypes et circulation des souches. 

A l 'étranger, les sérotypes prédominants varient selon les pays ; Watine et 

al. (1995) ont effectué un sérotypage, sur 4 ans, de tous les Pseudomonas 

aeruginosa isolées à l'hôpiL I de Rode (France), il en est ressorti la 

prééminence des sérotypes 011 et 012. 
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- Résultais et discussion 

IV. SENS.IBILITE AUX ANTIBIOTIQUES 

Toutes les souches ont été testées vis à vis de 31 molécules 

d'antibiotiques appartenant à 8 familles différentes, dont 13 F1-laçtamines. Les 

résultats, illustrés par les figures 18,19 et tableau 11, ont fait ressortir que 

l'ensemble- Jes souches présentait une résistance à la majorité des 

antibiotiques. 

Tableau 11: Pourcentage de souches de Pseudomonas aeruginosa 

résistantes aux antibiotiques 

Antibiotique Pourcentage de résistance 

Ampicilline 100 

Amoxicfluine-Acide clavulanique 100 

Ticarcïlline 68 

Pipéracilline 

Oxacilline 

40 

100 

91 LCééfal,otine 

oline 

Céfoxitine 

C4totaxIni. 

Céfopérazone 

96 

87 

62 

49 

Céfsulodine 45 

Céftazidime 37 

Imipénème 

''rnycir 

Kanarnycine 

6 

84 

98 

37 Tobramycine 

Amikacine 36 

Gentamicine 

Doxycilline 

Lincomycine 

Colistine 

53 

100 

100 

6 

Rifampicine 91 

Fostomycine 	 -- 95 

Tétracycline 	 - 	 -- 96 

Acide pipémidique 48 

Trlméthoprime 97 

Furane 	 . 	 - 98 

Néthilmicine 

PefIoxacne 

70 

60 

74 
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Acide Oxohnique 

SiIf —id e+éth —op —ri nie 99 - 
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-- 	 Résu liais ci discussion 

4.1. Bêta-lactamines 

Les souches de Pseudomonas aeruginosa ont présenté une résistance à 

de nombreuses bêta-lactamines Un taux de résistance de 100% a été 

constaté pour les aminopénicillines (AM, AMC) et l'Oxacilline (Péni M); l'activité 

des carboxypénicillines (ticarcilline) a été faible avec 68% de souches 

résistantes les uréidopénicillines (pipéracilline) ont eu une efficacité moyenne 

avec 40% de résistance. 

L'actMté des céphalosporines de première génération s'est avérée très 

faible, les pourcentages de résistance aux céfalotirie et céfazoline sont 

respectivement de 91% et 96%, de même que la céfoxitine (céphalosporine de 
2ème génération) avec LJfl taux do 87% 

Certaines céphalosporines de 3ème  génération ont présenté une efficacité 

moyenne, c'est le cas de la céfsulodine (45%) et la céftazidime (37%), ainsi que 

le céfopérazone (49%), à un moindre degré. Tandis que le céfotaxime est resté 

inactif sur 62% des souches. 

Une sensibilité importante a été observée pour l'imipénème avec un 

pourcentage de résistance de 6%. 

L'association de l'acide clavulanique avec lamoxictiline n'a pas eu 

d'influence sur l'activité de cette dernière. 

Les 	'jlts observés pour la ticarcilline et là pipéracilline sont nettement 

plus élevés que ceux rapportés par le rapport de surveillance de la résistance 

aux antibiotiques du Ministère de la Santé (2000) avec respectivement 25.7% et 

21%; ainsi que ceux signalés par des études récentes en France (33-42% pour 

la ticarcilline et 23-29% pour la pipéracilline) (Bert et Lambert-Zechovsky, 

1999), en Tunisie (TIC : 46.2,) (Larabi et al., 2001), en Grandt. Bretagne (TIC 

12%).(Chen et al., 1995). Tandis qu'en ltalie, le taux de résistance à la 

pipéracilline de 45% correspond relativement à notre résultat 



L'activité modérée de la pipéracilline et de la ticarcilline ne pourrait 

s'expliquer que par une pression de sélection indirecte, en effet, la première 

molécule a été introduite r 'écemment en thérapeutique et la seconde n'est pas 

utilisée en Algérie. 

En raison d'une membrane externe peu perméable, une production de 

céphalosporinase chromosorrique inductible et une faible affinité pour les PLP, 

le bacille pyocyanique présente une résistance naturelle aux pénicillines, 

notamment aux aminopénicillines et pénicillines M (OXA) et aux 

céphalosporines les plus anciennes (Cavallo, 1997). 

La résistance à la ticarcilline et pipéracilline est de type acquise 

plasmidique avec comme principal mécanisme l'inactivation enzymatique de 

l'antibiotique. Ainsi la synthèse de bêta-lactamases à large spectre de type 

CAR (PSE-1, PSE-4 par exemple ) entraîne un niveau de résistance à ces 

deux molécules (Philippôn, 1998; Bert et Lambert-zechovsky, 1999). 

D'autres enzymes responsables de l'inactivation conséquente des 

pénicillines anti-Pseudomonas ( TIC et PIP) ont été décrites; il s'agit: 

• 	Des bêta-lactamases dérivées par mutation (TEM-42, SHV-2) 

(Bert et al., 1998; GERPB, 1998). 

• 	La bêta-lactamase PER-1 (GERPB, 1998). 

• 	Les bêta-lactarnases OXA ayant évoluées par mutation (OXA-1 1, 

OXA-14, OXA-15, OXA-18 ... ) (Chen et al., 1995; Karlowsky et 

al., 1997). 

L'inefficacité du céfotaxime sur les Pseudomonas est liée au fait que cette 

molécule n'est pas naturellément active contre ce germe. Malgré la sensibilité 

observée parfois in- vitro; en clinique, la réponse de l'antibiogramme doit être 

notée comme résistance, puisque in-vivo, celle-ci est très vite acquise. 



Résiliais 	çin 

Les taux de résistance aux céphalosporines considérées comme anti-

Pseudomonas (céftazidime, céfsulodine, céfopérazone) retrouvés dans notre 

étude sont importants comparativement à la moyenne nationale (10,3%) 

(Ministère de la Santé, 2000) et à ce qui est signalé dans d'autres pays, 

notamment la France avec des taux de 16-20% pour la céftazidime (GERPB, 

1995 et 1998). 

Notre résultat de 6% relatif à la résistance à l'imipénème, molécule 

• réputée pour son action anti-pyocyanique, est supérieur au taux moyen national 

de 2% divulgué dans le rapport de surveillance du Ministère de la Santé (2000). 

Tandis qu'il est inférieur à la majorité des taux de résistance décrit à l'étranger, 

comme le Japon (10%) (Philippon, 1998), la France (16-20%) (GERPB, 1995 

Bert et Lambert-zechovsky, 1999); à l'exception de la Grande Bretagne (2.5%). 

Outre les bêta-lactamases précédemment décrites, les autres 

mécanismes les plus importants sous-jacents la résistance aux 

céphalosporines anti-Pseudomohas est l'hyperproduction de céphalosporinases 

et la synthèse d'une imipénémase (IMP-1). Cette dernière qui confère 

principalement la résistance acquise à l'imipénème a été initialement identifiée 

au Japon et le phénotype de résistance inclut aussi les pénicillines, la 

céftazidime, la céfsulodine ou encore le céfpirome. 

Il est à noter l'importance des niveaux de résistance sur les plans qualitatif 

et quantitatif atteinte à l'hôpital de Tlemcen. Ces résistances, qui sont la 

résultante de mécanismes génétiques, biochimiques et sélectifs complexes, 

dénotent d'une réelle situation de déséquilibre dans l'emploi des antibiotiques: 

indication, posologie, observance et diversification des molécules. 
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4.2. Les autres antibiotiques 

4.2.1. Aminosides 

Le bacille pyocyanique est resté relativement sensible à certains 

aminosides, on a noté 36 % de souches résistantes à lamikacine, 37 % à la 

tobramycine et 53% à la gentamycine. 

La résistance a été plus importante vis à vis de la nétilmiôine, la 

néomycine et la kanarnycine pour lesquels les taux retrouvés sont 

respectivement de 70 %, 84 % et 98 %. Ces taux ont été souvent plus élevés 

que ceux de la moyenne nationale (amikacine :5%, gentamycine :22,7%, 

tobramycine :9%) publiés par le Ministère de la Santé (2000) et de ceux 

signalés par la littérature; ainsi en France, selon Soussy (1997), 47 % des 

souches ont résisté à la gentamicine et la nétilmicine, 28 % pour la tobramycine 

et 11 % pour l'amikacine. 

Comme pour les bêta-lactamines , l'incidence de la résistance est 

extrêmement variable selon les pays et les services, de 9 à 30% par exemple 

selon les études pour I'amikacine (GERPB 1995 ; Bert et Lambert-Zechovsky, 

1997). D'une façon globale, diverses enquêtes ont permis de préciser dans 

divers pays ou continents les fréquences de résistance aux aminoglycosides 

qui varient de 10% à 60%, en général plus importantes pour la gentaniycine 

que l'amikacine. 

Les mécanismes de résistnce de Pseudomonas aeruginosa sont 

devenus d'une extrême complexité et leurs survenus va en augmentant. Le 

niveau de résistance était de 37 % en 1993, alors qu'il n'était que de 15 %, une 

dizaine d'année plutôt. Le mécanisme le plus fréquent est la modification de la 

pénétration transpariétale, puis l'inactivation par les enzymes de type AAC(6)-ll 

et ANT (2')-I suivi de l'association de plusieurs mécanismes enzymatiques 

(Miller, 1994). 



Résultats et discussion 

A côté de la résistance enzymatique, Pseudomoriis wntIy!nosi posede 

une résistance de nature non enzymatique (imperméabilité) : il s'agit d'une 

perturbation d'un système de transport actif de l'antibiotique d'où une diminutiôn 

de son accumulation à l'intérieur de la bactérie. Elle se traduit par une 

résistance de bas niveau à l'ensemble des aminosides. 

4.2.2. Quinolones 

Concernant les quinolones classiques, nos souches ont présenté une 

résistance de 48 % vis â vis de l'a»  cide pipémidique et 74 % vis à vis de l'acide 

oxolinique. Il faut noter le taux de résistance de 60% à une fluoroquinolone, la 

péfloxacine. 

En Algérie, les données du Ministère de la Santé en 2000 situent la 

résistance à la pèfloxacine au taux de 24%, de même que le travail çle Larabi 

(2001) en Tunisie avec un taux de 21,5%. En France, le constat est que la 

résistance de Pseudomonas aeruginosa aux fluoroquinolones a progressé très 

rapidement au cours de ces dernières années, son incidence était de 34 % en 

moyenne en 1995, pouvant atteindre 58 Yo dans certains hùpiLux. 

(GERPB,1995 ; Soussy, 1997; Bert et Lambert-Zechovsky, 1999). 

Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistant aux quinolones 

classiques, tandis que la résistance acquise aux nouvelles quinolones fait 

intervenir les mécanismes suivants: 

• Modification de l'affinité de plusieurs enzymes (Gyr A- Gyr B - Par C). 

• Imperméabilité en relation avec les porines ou la composition du LPS. 

• Hyperproduction de divers systèmes d'efflux. 

Les trois systèmes d'efflux pour les bêta-lactamines confèrent une 

résistance de bas niveau aux quinolones. Ainsi, de faibles concentrations d'une 

quinoFone ou même associée à une bêtà-lactamine peuvent sélectionner in-vitro 

des mutants résistants à ces deux familles d'antibiotiques. L'émergence de 

résistance aux bêta-lactamines peut aussi survenir ii vivo à la suite d'un 

traitement par les fluoroquinolones (Aubert et al.,1992 ; Masuda et al., 1992 et 

1996). 
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Rési .'Iits et discussion 

4.2.3. Polymyxines 

La colistine n'a pas été active sur 63 % des souches. Même quand elles 

- 	 sont actives, les polymyxines donnent des résultats cliniques décevants 

(Soussy, 1997). 

4.2.4. Tétracyclines 

Bien que non utilisée dans le traitement des infections à Pseudomonas 

aeruginosa, la tétracycline et ta doxycycline ont été testées dans le but de 

compléter l'antibiotype de nos souches. Ces dernières ont présenté des taux 

de résistance de 96% pour TE et 100% pour DO 

4.2.5. La fosfomycine 

Elle fait partie des produits susceptibles d'être utilisés en clinique dans les 

infections à Pseudomonas aeruginosa. Nous avons enregistré un taux de 

résistance de 95%. Ce résultat est supérieur aux taux de résistance de 70 0/o 

rapportée par Soussy (1997) et par Arlet et Lambert-zechovsky (1999). 

Ces résistances sont chromosomiques et liées à des mutations probables 

affectant les mécanismes de transport actif. L'émergence rapide de mutants 

résistants impose toujours d'utiliser cet antibiotique en .association avec d'autre 

(Philippon, 1998). 

4.2.6. La rifampicine 

La. rifampicine a été inactive sur nos soUches puisque 91% en sont 

arrivées à résister à cette molécule. Cette résistance peut être expliquée par 

une mauvaise pénétration transpriétale de la rifampicine (Bryskier, 1999).. 

4.2.7. Furanes 

Le taux de résistance de nos souches vis-à-vis des furanes a été de 

l'ordre de 98%; cette résistance totale peut être due à l'imperméabilité 

membranaire, mais surtout à un déficit fonctionnel de la nitrofurane .réductase 

d'origine chromosomique ou plasmidique (Bryskier, 1999) 



l?suIi.its ci cli scussioji 

4.2.8. L'association Triméthoprime-Sulfamides 

Cette association est totalement inactive sur nos souches qui peut être 

expliquée par une résistance naturelle de P.aeruginosa (Bryskier, 1999). 

Sur le plan de la multirésistance (Tableau 12 et Figure 20 et 21), les 

souches testées ont montré des profils englobant. 

- Six à treize phénotypes de résistance en ce qui concerne les bêta-

lactamines, déterminant un ensemble de 55 antibiotypes différents. 

- Dix sept à trente et un phénotypes de résistance par rapport à l'ensemble 

des antibiotiques testés, permettant de distinguer 100 antibiotypes différents. 

L'utilisation extensive des antibiotiques et parfois abusive, leur prescription 

inopportune relative à l'indication ou la posologie, les conditions particulières 

du milieu hospitalier (promiscuité, hygiène, médication) ont favorisé 

l'émergence d'une résistance bactérienne alarmante et sa diffusion large intra-

espèce et même inter-générique. A la base de ce phénomène, on assiste à 

l'apparition, suite à des réarrangements génétiques simples, rie nouveaux 

mécanismes de résistance à spectre élargi et à leur multiplicité. Ceci a conduit 

à une éruption de la multirésistance et Pseudomonas aeruginosa en constitue 

un exemple édifiant. 

Dans ce sens, on peut citer quelques multirésistance suivante. 

• Résistance simultanée à: céftazidime, céfepime, céfsulodine, azlocilline, 

pipéracifline, 	imipénème, 	méropénème, 	aztréonam, 	amikacine, 

tobramycine, gentamycine, ciprofloxacine.et ofloxacine (Panzig et al., 1999) 

• Résistance simultanée à: ampicillin, 	méziocilline, céfopérazone, 

céftazidime, céftriaxone, céfotaxime, aztréonam, pipéracilline, ticarcilline 

(Khurana et al., 1994). 

• Résistance simultanée à: pipéraôilline, ticarcilline, céftazidime, céfepime, 

imipénème, méropénème, gentamycine, tobramycine, ciprofloxacine 

(Mazzariol et al., 1999). 

• Résistance simultanée à: ticarcilline, imipénème, amikacine, gentamycine, 

nétilmicine, ciprofloxacine, céftazidime, aztréonam, rifampicine (Salauze et 

al., 1997). 
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Tableau 12 Caractéristiques des souches isolées 

ce >O Biotype 
type 1 

PS6S3 RRRSRRRRRRI 1;RR1 S. ITR  lit  SRRRIRRTRIRRS2216004POIy 

42 RRRRRRRS RI R IRR S SI Rit SRRR:IRRRR.RRS22160O4POJY 
s10s2 Poly 
S10S1 RRR I RS RS RI Rit 1 ! RS S RR RRRR ss:s 	RRRS R S2216004P0IY 
i(7S RRIIRSRRRSRR1IRSSRRRS'RRS S•RRS ISRS2216006P0IY 
PS1S6 RRR I RRRIRRRRR!RR S'S RR RRRRRI_RRIS1_I R 
2'S1 RRSRRRRRRSISRRRISRRR RRRR I 	R R1RI 	RRS2216004 0 

VS2 RRR!RRRRSRRR I R R S S I R R;SER R R 	S 	R 	RiIIR 	R R11 2216006 Non 

R_RI 1 SR RRRjJIRSRRISR R_sfit 1 R 1 S_I R R R R R R S 2216004 PoIs 

S8S1 RRSRRSRSRIRI IRSSIRRSRRRIRRRRIRS2212O04Poly 
40 R 	Ri R!IRRItSRSIRR RIS IR R RRJI R R 	S 	S 	RSIlJR S 2216004 Poly 

R R RI 	R SRSRSIIRfR I SRR R R R kiR S 	R R 	S 	S 	I RS12212004 Poly 

SW 

3B 
R RR 

tRRRS_RR1RR 

I_RRRRRIJIIR 

R RRRRRS;SSRR_S 

R S SSRIR_S  tIR 

RR I R 

R R R R R R R 

R R:RRR R 

R1S 

RS 

12212004 

2216006 

02 

Poly 

23 R_RRS RR R S R R R RR R S S S R I RSR R I R•R 	RSRR RfS 2212004 011 

(F) R R I RR R R K I R I J I J4g S I SSSR 1 RS Rit R R R R R R R R 	S 2216004 0o 

P R:R I RRRR _ R I R SS R R RS 'S S R R S I R J RS 	RRRIiR R S 2216004 Poly 

Fil jR R R 	S 	R S R R R R R R R Ri R S S R R 	R 1  R R R 	S : 	s I 	I R S 2212006. Non 

- 	 f 06$ 	R 	R 	RSR•R R R R 	RRILRRR.'°'' 

OIÇ _RRRRRRRRRRRRRRRRRRRIRJRRRRRRRRRRS2216004O3 

R R R R -- R 	RI.R:RjSIIR 
-- t 

S 2212004 _ 012 

S sensibilité, SH s\ nergie. R: résistance. 1: intermédiaire; Poly : pol'ag&utivation : Non nflnQoah.tnfl*r.n 



Codes Hig- 	 ir 	 Biotypero  
Gn 

P03 	RRRRRIRRIRSRRRR R Ri' R R RRRSRRSIRRS22I6004 Poly 

 
type 

P38 	R 	R R R R R R R R 	1.R 	I 	R R R R R RVR.RR R R S R R S 	I 	I R S 2216004 	0 

SS 	R RRRRRRRRRRI 	RRR I RRRR•RRrRR S RIS S S2216004 	0 

X5 	R 	RI 	I 	RRRRRSS 	I 	RRRRRR.RR.I 	RRRRRRRRR 52216004 	014 

Sa 	R 	RRRRRRR'RRR 	I 	R 	I 	I4RR:RS.RS 	RRRRRRRRR22I6004 	04 

(PM7 IifliiRRRSSRR R RR.RRRRIRRIRRRN2216004 °' 

M.41 	R 	R 	I 	R 	R R 	I 	R 	R R R R R R R 	R R RR 	I 	R R 	I 	S R R 	52216004 Poly 

Meil 	R 	R P 	S 	R, R R, R 	I 	R 	SRRS 	S R R 	R R RSRIRRIIRRSJ2216004 PoI 

SAIT 	R 	R 	J 	1fR 	RIRR R 	I'IuR 	R 	R R R R R 	R 	RRR R. I 	R 	R 	R,R RRi22120O4 Poly 

0'12RÎR1SRjR_R(RR 	I 	S1 1R R R R S R!!!.! S R Rt! S 2216004 POIS 

P05 	RIR 	R 	ItR R.RIRÙ 	1H111 R R 	S 	R R R R R R R R S 	R R RRHiRi_2216004 Poly 

K,_-RIRIR 	RR 	R RRRRRISRRRR R R 	R RRRSR.R 	RRISR:S2216004 	010 

K2B2;RTRI1 	1 	RRRR 	1R(SJRRSS 	R 	R 	R 	R.RRIRIRRR 	R:RJSRS2216006O14 

P0'1 	RjRiIR 	R•RRISR'IkRRS 	R 	R 	R 	R_RRIRIS 	RRRIRRS216004 	Non 

15' 	R 	RSR 	R R 	R RIR 	1 	R1RSS 	R R 	R 	S 	R 	RjRSR 	R 	R 	IR 	S 2212006 	0 

POsas 	R 	RSÎR R 	R 	R 	RtIII 	R 	R 	R 	RSS 	R 	R 	R 	S 	RRIR 	R 	R 	R 	IRIS 2216004 	Non 

(2) 	R 	R 	S 	R 	RRISR 	RRS 	S 	R 	R 	R 	R 	R 	R'RII 	RRliTRS 	RS.22160O4 	011 

J 	
- 	Su  

R 	R 	JRR 	R 	S 	S(RI 	I 	R 	S 	S 	R 	R 	R 	S 	R. R 	R 	S 	R 	RIIR 	R:52216004 	011 

(P-.7) 	R. 	R 	I 	1 	RRR 	I1I5[S 	J 	RJS 	R 	R 	RSR 	R 	RÎI 	RR 	R 	R 	RS22120O3 	Non 

(Kl3S3) 	
R 	R 	R'RRRR 	FSiSISII!RIS 	S. S 	R 	R 	RI 	R 	RIRRI 	R 	Rk82212004 	013 

S. sensibilité, syn : synergie, R: résistance, 1: intermédiaire; Pol' : polyagglutination ; Non non-agglutination. 



Codes 	 Biotype:type 

P13 4± L I±IIf2216o04I0fl 
P69 	RtR.R R R 	J 	I 	I 	S 	S 	S R R R R R1R R R R R R R 	I 	R R 	S 	I 	I 	R R 2212004: 0;5 

S10 	 RItR  
S7 	RRRSRRRSRIISRRRRRRRRRRRIRR1RIRI2216O04POly 
E* 	RRR S R R RR IIR I S R R RRR R R R R R R R R R R R R R S 2212004 	0, 

519 	R•R R RRRRRRIR,S R R RRR R R R R R R R R R RRRRRS 	2216004 

F_RRRSRRRRRiIRRRR:R.RRRRRRRRRRRRRRS 	2216006 	Poly 

FT 	R.RRSRRItR RR 	 04 

	

SZ5 	R R R 	1 	RRRRR.RStRR1RS:RRRRRRR 	I 	RRRRRR(S)2212006 	09 

	

- 	 ----I  
(Pu) 	R 	R 	s 	R R,RR1IRSSR 	R RR 	RR 	R 	R R R 1 R 	R R 	R R 	I 	R 	2216004. 

SP.43R RRRRRR RR R R 	S 	R R RR_RR.R1RR1RfRRRRR_RRRS 	Ï216004 	02 

Sv 
(E1) 	R 	RR 	S 	R R 	R RR.1 	I:RR 	R 	R 	RR 	RRR!RR R R R 	RR 	I 	R 	2216004 

fl: I  
R3 	RRRRR RRRRR 	IRR RR 	R_RRRR.RR:R1R R RI 	R RjS 	2216006 	O 

0*1R 	RIRRIRHR RR 	R RIR 	R1R 	R 	R 	R 	R 	R 	R 	R:RERSRRR_RJ4R!S 	2216004 	014 

	

Hti 	RRRRRR:RRRRIRRRRRRRRRRR,RSRRtRIRRR2216004_01 

	

()*R 	R1 	IRIRR_I 	S 	RIR•RRR 	R_RR.RRRRRIRRFIR1R12216004 	Poly 

R1 	R 	RS1I 	RRR R 	IRISS 	R 	R R.R 	RRR 	R 	R 	R 	R 	I 	R1R 	LRTR 	R 	2216006 	Poly 

(5)R RRRRR 	1 	R R S 	S 	R 	R 	R R 	R 	R R RRRRRSRR R 	I 	1 	R 	SI 2216004 	Poly 

c. 	R 	R:R 	RHI:1RR 	R:SR 	RR R:R 	RRR 	R R 	R 	R 	R R 	R!R 	I 	R 	R 	2216004 	011 

t16*) :RR 	R 	RIRIk 	RISIS 	R 	RR 	R 	R 	R 	R!RIR 	R 	R 	R 	I 	R 	R 	II 	I 	R 	1 	2216004. Poly 

S : sensibilité. svn : svnerie. R: résistance. I: intermédiaire: Poli: nolvaggiutination : Non: non-aQ2lutination. 



LO 

Codes Séro 

VI R[IRRRRIISSRRSSSRRSRRRRRRRRRJRS2212OO4 Poty 
Vz RiItSS R R RRISSSRRSSSRRSRRRIRRRI RJR S 2212004 Poly 
V3 R.RRISRRRR I SKI SRS S S R  SRRRRRRR IRRS2212004P0Iy 
V4 RRÏ11RRRRRRIRSRSIIRRSIRRRRRRRR.RS22I2004Pdy 
V5 R R RR RRR R R R ii RIRSIIRRSIR[RR1R R R R R R S2212004PO1y 
1SB s 	i RRSSIRRRR R R RRRRR 1 R 52212004 Poly 
2SB;RiRiiiÏR1 I I R R S S S R R R RtRRRR RRRRR 52212004 Oj 
3SB 	KIR R IRRRRISSIRRSSSRRSRR RRRRRR_R,S2212004 05 
4SB 	R R R R R R R  R 1 1 RIRRSIIRRRR R'E R: R 	R 'RRII  R: R S 	22120Ô4 
5SBR:R R R RRR R 1 I1 RIIRIS I:RR RRR.R RRRR  R R  R S2216OO4 0u 
0P2 	R R 
OS11 	R 
(°38)jR 	R 

Lo 	R R 

R 	I 

R R 

R 

R 
R IRRÏRR 

R 

R 

R 

R 

 RRRRRjRRR J II_R 

R 

R 

'  RI 

RR 

S 

R 

IiI_SJFR 

S R RI,  

R_RJRR 
RÎSS 

S Sï

RRIR 
IRRRI 

_I 1 RRSR 

RR 

R 

R 

R 
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4 

Figure 20: Résultat de l'antibiogramme • de la souche résistante aux 

antibiotiques suivants: IMP-AM, CZ, TE, FOX, S, TIC 

Figure 21: Résultat de l'antibiogramme de la souche résistante aux 

antibiotiques suivants: FOX, CAZ, TIC, CF, CFP, PIP, TMP, FOS, E, TE, N 
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• 	 Figure 22 Illustration d'une image, de synergie entre une bêta lactamino 

(Carbenicilline) et un aminoside (Sisomicine) 
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Il faut attirer l'attention sur le rôle posible de l'environnement hospitalier 

dans l'entretien de l'infection, ceci est étayé par le niveau de résistance. 

similaire rr 4sri'jvé chez kiS souches humaines et l'environnement, dans notre 

étude ainsi que dans certains travaux (Panzig et al., 1999). 

Outre le caractère sensible ou résistant des souches, l'antibiogramme a 

révélé chez 11% des souches une activité synergique due a l'interaction entre 

les molécules d'antibiotiques (rgure 22): 

• Bêta-lactamines (imipénème et .pipéracilline, céfsulodine et ticarcilline, 

céfsulodine et pipéracilline, céfopérazone et imipénème). 

• Aminoglycosides (amikacine et gentamycine) 

• Une bêta-lactamine et un aminoglycoside (imipériènie et nétiirnicine, 

ticércilline et tobramycine, imipénème et amikacine). 

L'association de l'imipénème et la nétilmicine a été la plus active et 

pourrait être une alternative thérapeutique. 

Panzi 	t a (1999) ont constaté que l'association amikacine et céfepime 

possédait une importante activité contre des souches de P.aeruginosa 

caractérisées par une multirésistance. 

Watine et al (1995) ont signalé que les cinétiques de bactéricidie montrent 

que l'association fosfomycinehmikacine a été active sur 86% de leurs isolats 

(sérotype 0 12). Cette association pourrait être préférée à l'association 

céftazidime/amikacine pour le traitement probabiliste d'une infection due au 

sérotype 0 12. 
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V- PHENOTYPES DE RESISTANCE 

Le comportement de Pseudomonas aeruginosa vis à vis de quatre 3-

lactamines ,Ticarci Ili ne, Céfotaximé, Céftazidime, et Imipénème, nous a permis 

de classer selon Vedel (1995) (Tableau 13) les souches selon leur phénotype 

de résistance. 

Tableau 13: Phénotypes de résistance 

Phénotype TIC CTX CAZ IPM Pourcentage 
( %) 

Sauvage S I S S 9 

Péniciflinase bas niveau 
1fR I S S 10 

(oxa-1/ oxa-4 etc 	TEM) 

Pénicillinase haut niveau 
1< I lIN S 6 

(OXA2 ) 

Pénicillinase haut niveau 
R I S S 6 

(PSE/CARB) 

j3 -lactamase à spectre 
R R R S 9 

étendu (BSE) 

Céphalosporinase 

hyperproduite I/R R I/R S 16 

dérépression partielle 

Céphalosporinase 

hyperproduite R R R S 8 

dérépression totale 

Imperméabilité large I/R tIR. i7 s 
Imperméabilité 

S I S R 1 
spécifique à I'imipénème 
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Les phénotypes mis en évidence ( Tableau 13) sont les suivants: 

y' Le phénotype 'imperméabilité large prédomine par rapport à l'ensemble 

des autres phénotypes avec un taux de 17%; ce phénotype se caractérise par 

une activité variable des - lactamines anti pyocyaniques. 

La variabilité de l'activité des ftiactarnines est fonction de l'intensité du 

passage des antibiotiques à travers la membrane externe, les souches peuvent 

donc présenter des niveaux de résistance plus ou moins élevés, la 

céphalosporinase est produite (comme chez la souche sauvage) sur le mode 

inductible et la céftazidime reste plus active que laztrèoriar,i, 

w' Le deuxième phénotype prédominant est celui de la "céphalosporinase 

hyperprodute, dérépresion partielle" avec un pourcentage de 16 %. Ce 

phénotype se différencie des phénotypes dus à la production d'une 

péniclinase, par une perte d'activité de céfotaxime. A l'exception de 

l'imipénème, toutes les 3- lactamines sont inactivées (à des niveaux différents) 

par ce mécanisme de résistancé. En particulier, la céftazidime est plus 

hydrolysée que l'aztréonam par la céphalospoririase hyperproduite. 

w' Le phénotype "pénicillinase basniveau" caractérise 10 % des souches, il 

est déterminé par la production d'enzymes de type OXA (OXA 1, OXA4, ..) ou 

de type TEM. li se caractérise principalement par une réduction ou une perte 

d'activité des pénicillines et en particulier de la ticarcilline. La céfsulodine est en 

partie hydrolysée par ces pénicillinases. La céftazidime t i'imipénème sont 

stables vis à vis de ces enzymes.. Le céfotaxime est également stable mais peu 

actif en raison de l'imperméabilité naturelle de Pseudomonas aeruginosa. 

w' Le phénotype "-kctamaseà spectre étendu" est représenté par 9 % des 

souches, il est dû à la production de bêtaiactamases à spectre élargi (OXA-

11, PER-1). Ces enzymes hydrolysent les pénicillines, les céphalosporines, y 

compris celles de 3ème  génération (CTX - GAZ), et les monobactames (AZT). 

Par contre, l'imipénème est stable. Certaines de ces BSE sont peu sensibles à 

l'effet des inhibiteurs de f-lac1(3mases 
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V Le phénotype "céphalospOriflaSe hyperproduite, dérépression totale" 

caractérise 8 % des souches, ces mutants hypérproduCteUrS de 

céphalosporinase présentent une résistance à haut niveau aux ( ctamines 

antipyocyaniqueS, seul l'imipénème reste actif. 

V .Le phénotype sauvage concerne 9% des souches, l'ensemble des - 

lactamines antipyocyaniques (TIC- CAZ - IPM) sont totalement actives. Une 

activité diminuée du céfotaxime est observée, à cause de sa pénétration 

insuffisante dans la cellule bactérienne. 

v Le phénotype "pénicillinase haut niveau" PSE(CARB) a été trouvé chez 

6 % des souches, il est dû à la production de peiiicillinase denornrnee PSE ou 

CARB (PSE-1/CARB-2, .PSE-4/CARB-1). li se différencie du phénotype 

Pénicillinase bas niveau par une hydrolyse plus importante de la ticarcilline et 

surtout de la céfsulodine. Par contre, la céftazidime, l'imipénème et même le 

céfotaxime ne sont pas inactivés par ces enzymes. 

V Le phénotype "pénicillinase haut niveau OXA-2' qui est présent chez 6 % 

des souches semblerait se différencier du précédent par une réduction ou une 

perte d'activité de la céftazidime. Par ailleurs, les inhibiteurs possèdent une 

activité médiocre sur OXA-2. 

V Le phénotype "imperméabilité spécifique à l'imipénèrne" a été observé 

chez une seule souche sur laquelle toutes les lactamines antipyocyaniques 

sont actives, à l'exception de I'imipénème. 

Certaines souches (18%) présentent des phénotypes difficiles à identifier. 

En fait, chez Pseudomon-as aeruginosa, le mécanisme d'efflux agirait en 

synergie avec la faible perméabilité de la membrane externe pour donner des 

souches plus résistantes. 

I (V) 
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Les valeurs des CMI pour une même molécule varient considérablement 

entre les souches . Par exempe, pour la pipéracilline, la concentration s'étale 

de 2 à 256 pg/ml. Cet intervalle est encore plus important que celui détecté en 

Allemagne par Khurana et al (1994) se situant entre <4 et> 128 pglml 

Ainsi certaines souches présentent un haut niveau de résistance. Cette 

propriété pourrait avoir une corrélation directe avec l'échec thérapeutique 

(Cailleaux et al., 1997). 

Une grande différence des CMI d'un antibiotique chez les souches laisse 

supposer l'existence de différents mécanismes de résistance. te mécanisme de 

résistance aux antibiotiques hydrophiles peut être dû à une faible perméabilité 

de la membrane externe des Pseudomonas (Yoshimura et Nikaido, 1982). 

Tandis qu'une haute résistance est généralement déterminée par des gènes, 

codant pour les enzymes modifiant ou dégradant des antibiotiques, situés sur 

des transposons portés souvent par des plasmides ; VLI leur mobilité, ces 

transposons peuvent se trouver aussi sur le chromosome et éventuellement sur 

les phages (Levy, 1982). 

Quelques unes de nos'souches présentent une résistance à de hautes 

concentrations de plusieurs antibiotiques à la fois Ainsi, les souches 018 et 0 

arrivent à résister à la majorité des antibiotiques; même l'imipénème n'est pas 

épargné. 

L'imipénème est la molécule la plus active sur les souches testées. A 

l'exception des souches multirésistantes (038, 062, Al), les CMI sont situées 

entre 1 et 4 pg/ml. Ces résultats concordent avec les concentrations décrites 

dans la littérature, Philippon (1998) a rapporté un intervalle CMI pour 

.l'imipénème de 0,06 à 16 pg/ml.' il faut signaler que le caractère d'inducteur fort 

des bêta-lactamases de l'imipénème le défavorise dans l'usage courant au 

profit de la pipéracilline 

En raison de l'importance de l'association Ampicilline-Gentamicine dans 

la pratique courante à l'hôpital de Tlemcen, nous nous sommes attelés à la 

détermination de sa CMI sur les Pseudomonas. Le constat est qu'elle a été 

très efficace contre les souches multirésistantes. 
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La multirésistance bactérienne, notamment du Pseudomonas aeruginosa 

vis à vis des bêta-lactamines , pose un réel problème thérapeutique. Certaines 

études ont montré que l'association entre l'amikacine et la céftazidime est très 

active vis à \,is de ce germe. Panzig et al., (1999) et Watine et al. (1995) 

pensent que l'association fosfomycine et amikacine pourrait être une alternative 

thérapeutique pour le traitement probabiliste d'une infection causée par le 

sérotype 012 caractérisé par sa multirésistance. 

VII. CORRELATION ENTRE LES SEROTYPES ET 

L'ANTIBIORESISTANCE 

A l'exception du sérotype 011 qui se distingue par sa présence à un taux 

de 14%, Il est difficile d'établir une corrélation entre la multirésistance et les 

autres sérotypes, en raison de leur faible fréquence. 

Les résultats du tableau n°15 montrent une possible corrélation entre le 

sérotype 011 et le profil de résistance aux [-lacta mines. Prises 

individuellement, on remarque que les molécules d'ampicilline (AM), 

d'amoxicil!ine + acide clavulanique (AMC), d'oxacilline (OX), de céfalotine (CF), 

de céfazoline (CZ), de céfoxitine (FOX) sont généralement inactives sur ce 

sérotype; par contre, le céfotaxime (CTX), la ticarcilline (TIC), la pipéracilline 

(PIP), la céftazidime (CAZ) la céfopérazone (CEP) et la céfsulodine(CFS) sont 

modérément actives, et enfin, avec un taux de 79 % d'efficacité, l'imipénème 

reste la molécule de - choix. 

Sur le plan de la multirésistance, les souches du sérotype O :11 présente 

des profils de résistance aux bêta-lactamines comprenant 7, 8, 9, 10, 12 et 13 

antibiotiques (Tableau 12 0 ). Cette diversité dans les antibiotypes montre que les 

infections à sérotype ne sont pas à caractère épidémique. 

La relation sérotype-résistance aux bêta-lactamines a été largement 

rapportée dans la littérature, particulièrement pour les sérotypes 0 :4, 0:11 et 

O :12 (Vanhoof et al., 1993; Watine et al., 1995; Panayotis et al; 1997; 

Cailleaux et al., 1997; Hsueh et al., 1998); les caractères endémiques et 

épidémiques en milieu hospitalier de ces sérotypes ont été signalés par ces 

mêmes auteurs. 
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Les connaissances cumulées sur le comportement vis-à-vis des 

antibiotiques des sérotypes majeurs impliqués en pathologie infectieuse sont 

d'un grand apport dans l'antibiothérapie prédictive. 

Tableau 1&: Pourcentage de résistance aux [- lactamines des souches du 

sérotype 

Antibiotique - 

sérotype 011 (%) 

AM 100 

AMC 100 

TIC 78 

PIP 28 

OX 92 

CF 100 

0 
CZ 

92 FOX 

. 	 71 CTX 

50 CFP 

50 CFS 

CAZ 57 

21 JPM 
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VULDETECTION DES [-LACTAMASES 

Les résultats de la mise en évidence de la production de t-lJctamase 

montrent qu'un taux de 24 % de souches élaborent ces enzymes. 

Bien que les tests utilL.s soient qualitatifs, nous avons observé que 

certaines souches possèdent une importante production de bêta-lactamase, se 

traduisant soit par un virage rapide dans les tests acidimétriques et PADAC, 

soit par une- décoloration envahissante dans le test iodométrique; ce qui a 

permis de les classer en catégories selon leur niveau de production (Tableau 

16) 

Nous remarquons que globalement, les souches multirésistantes 

possèdent souvent une importante capacité de produire des f-lactamases. En 

effet, les niveaux de production de bêtalactarnases sont relativement en 

corrélation avec les profils d'antihioqrarnrne Ainsi les souches fortement 

productrices de bêta-lactamases correspondent aux souches multirésistantes. 

Cette synthèse accrue de bêta-lactamases peut être due à plusieurs 

mécanismes: 

• Dérépression du gène de la céphalosporinase ampC inductible. 

• Hyperproduction d'une ')êta-lactamaseà spectre étendu. 

• La synthèse conjointe de deux ou plusieurs bêta-lactarnases par 

l'acquisition d'un support génétique supplémentaire. 

Tableau 16: Catégories de souches productrices, de bêta-

lactamases 

Catégorie r 	Souches 

I I 2w1- 15*  -1SB - 2'S3- P0 2- 065 

056- R1 - P4  - P 1  -4SB - 9070-. 
2 

Po5  - 2's 1  

038- S-19 1 01*  -P38 - V5 - Po - 

 MA3 - 3SB - F5  - 	 - 
F b  

aUUU11=0 rdIuIIrrlt pruuucirices ae oeta-iatamases 

2 : souches moyennement productrices d. t JWactamases. 
3: souches fortement productrices de f-lactamases. 
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Figure 23: Mise en évidence de la production de béta-lactamaSes par le test 
PADAC 

Résultats et discussion 

Figure 24: Mise en évidence de la production de béta-lactafl.aSeS par le test 
iodométrique 
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Les souches productrices de bêta-lactamases appartiendraient aux 

phénotypes de Vedel (1995) suivants: 

- Phénoty'' complexe. (06 souches) pouvant résulter d'une synergie entre 

une résistance enzymatique et non enzymatique. 

- Phénotype bêta-lactamase à spectre étendu (04 souches) 

- Phénotype céphalosporinase dérépression totale (03 souches) 

- Phénotype pénicillinase haut niveau (02 souches). 

- Phénotype pénicillinase bas niveau (01 souches). 

- Phénotype imperméabilité large (04 souches). 

- Phénotype imperméabilité spécifique à l'imipénème (01 souches). 

Il faut noter le faible nombre de souches productrices de bêta-

lactamases par rapport à ce qui est attendu, au vue des résistances retrouvées 

chez l'ensemble des souches qui laissent suggérer une implication importante 

des mécanismes enzymatiques. Ceci est dû au fluctuation que l'on a observée 

chez nos souches concernant la synthèse de bôta-lactamases, ce qui nous o 

amené à restreindre le nombre de souches productrices a celles chez qui on a 

observé une parfaite reproductibilité. 

IX. RECHERCHE DES BETA-LACTAMASES A SPECTRE 

ELARGI PAR LE TEST DE SYNERGIE 

Les résultats montrent que seulement 5 souches (S19, V5, 9070, R8, 

R3) produisent une bêta-lactai'ase à spectre élargi. Cette production se traduit 

par une image de synergie entre l'association amoxicilline-acide clavulanique et 

une céphalosporine de 3 6me  génération. (Figure 25) 

Le nombre réduit de souches à bêta-lactamases à spectre élargi 

- détectées par le test de synergie par rapport aux 9 souches appartenant à e 

phénotype déduites des résultats de l'antibiogramme est souvent en rapport 

avec la difficulté de mise en évidence chez P.aeruginosa des bêta-lactamases 

à spectre élargi par le test de synergie. En effet, certaines des bêta-lactamases 

à spectre élargi sont peu sensibles à l'effet des inhibiteurs des bêta-lactamases. 

De plus, ce test est plus performant avec certains antibiotiques tel que la 

ticarcilline-f-acide clavulanique et une céphalosporine de 3eIÏle  génération ou 

une monolactame (aztréonam) (Vedel 1995). 
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La corrélation entre le caractère bêta lactamnse à spectre élargi de ces 

souches et un profil de résistance étendu est établie en effet, celles-ci 

résistent aux céphalosporines de 3erne génération 

Ces bêta -lactarnases à spectre élargi seraient de type OXA (OXA-li) et 

PER (PER-1). 

Figure 23': Illustration du test de synergie 
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X. RECHERCHE DU CARACTERE INDUCTIBLE DES 

BETA-LACTAMASES 

Le caractère inductible de la production d'une bêta-lactamase se traduit 

sur l'antibiogramme par une diminution de la zone d'inhibition autour d'un 

disque de bêta-lactamine «indicateur» disposé en face d'un disque d'une autre 

bêta-tactamine «inducteur », donnant 'image classique d'un antagonisme 

Dans notre cas, nous avons utilisé l'imipénème comme inducteur et la 

pipéracilline comme indicateur. 

L'inductibilité de l'expression de bêta-1a.tumases a été observée chez 13 

de nos souches (V2, F8, M37, F9 , D7-4, E*,  A,, F7, P45, A 1 5, 2W,,, S10, 2S3), 

celles-ci produiraient donc des béta-lactamases de type céphalosporinases 

inductibles. En majorité, ces souches font partie du phénotype sauvage, tandis 

que certaines peuvent être assimilées au phénotype pénicillinase bas niveau. 

XI. TRANSFERT GENETIQUE PAR CONJUGAISON 

Quatre souches sur les cinq soumises à un test de conjugaison ont 

transféré une partie de leurs caractères de résistance à la souche réceptrice 

E.coli k12. Les transferts ont concerné une molécule extrêmement importante 

qui est l'imipénème, ainsi que la céfoxitine, la pipéracilline, l'arnoxicilline- acide 

clavulanique, les sulfamides et l'acide pipémidique. 

Il faut signaler comme le montre le tableau 17, le transfert en bloc de ces 

caractères. Cette expérience laisse supposer la nature plasmidique de certains 

phénotypes de résistance et leur codage par la même structure génétique. 

On note l'absence de transfert de la résistance à la céftazirtime, la 

céfsulodine et la ticarciHine. Ce résùltat peut être dû à leur présence ,sur un ou 

des plasmides non transférables ou à l'incompatibilité du réplicon qui les porte 

avec l'environnement physiologique propre à E.coli, ou bien encore carrément 

à leur support chromosomique. Dans ce dernier cas, ces phénotypes de 

résistance seraient le fait de cépnalosporinases. 
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Il faut remarquer le caractère transférable très important de la résistance à 

l'imipénème, notamment de Pseudomonas vers E.coli, ce qui laisse supposer 

sa localisation sur un plasmide ubiquitaire, avec tout ce que cela signifie 

comme risque potentiel de dissémination de cette résistance. 

Dans le même sens, Watanabe et al (1991) ont rapporté chez 

P.aeruginosa la nature transférable d'une imipénémase à large spectre vis-à-vis 

des bêta-lactmines, cependant le plasmide codant pouvait être transféré vers 

une souche de P.aeruginosa mais pas vers une E.coli. 

D'autre travaux ont montré la possibilité de transfert par mobilisation de la 

résistance à l'imipénème de P.aeruginosa vers Proteus mirabilis (Krcméry et 

al.,1991), Ainsi que le transfert 'direct de cette résistance de P. aeruginosa à 

P.aeruginosa (Hopkova et al., 1993.). 

Tableau 17: Résultats des transferts génétiques par conjugaison 

Code Profil de résistance 

- IPM - TIC- FOX - AMC - - 

Déterminant transférés 

IPM - FOX - PIP - AMC -1 
1  

CAZ- CFS - PlP - E - Pl - S S 

IPM - TIC -   FOX - AMC - 
2  

CAZ-CFS-E-S 
• 

-- 	 1- -AM- 
IPM - AMC -PI 

IPM-TIC-FOX-AMC- 
P4  IMP - FOX - AMC - S  

CFS - E - S 

IPM - TIC - FOX - AMC- 
P5   IPM - FOX - AMC - PIP 

CAZ- PIP - E- S 
---.' 
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XII. CURAGE PLASMIDIQUE 

Les essais de curage plasmidique sur des souches de Pseudomonas 

n'ont pas été concluants. Par contre, des curages ont été obtenus sur 3 

souches dE.coIi transconjuants à l.aide du bromure d'éthidium à la 

concentration de 1024 pg/ml .(Tableau 18). 

Le 	jlt.. négatif du curage des Pseudomonas est probablement dû à 

la difficulté de pénétration des agents curants dans la cellule. 

Les pertes de phénotypes de résistance chez les transconjugunts sous 

.l'action de substances curantes confirment le caractère lasniidique, donc 

acquis, dos phénotypes do r sstai ieo et la liaison gui iétiquu ui iliu coi luit t 

d'entre eux. Ainsi, la comparaison des.profils de résistance des transconjugants 

avec ..ceux des souches curées conforte la nature extrachromosornique et 

transférable de la résistanc à l'imipénème et suggère une liaison entre ce 

dernier phénotype et la résistance aux sulfamides. 

Tableau 18 Résultats des essais de curage plasmidique par le Bromure 

d'Ethidium 

Code 

TP 1  

TP2  

TP4  

Antibiotype des transconjugants 

M-FOX-FP-AMC - S 

IPM - AMC - Pl 

IPM - FOX - AMC - S 

IPM- FOX -AMC -PIP 

Antibiotype après curage 

FOX -  PIP- AMC 	 - 

AMC 

FOX - IPM 

FOX - AMC - PIP 

I 4 
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XIII. ANALYSE PLASMIDIQUE DES SOUCHES 

L'analyse du culot plasmidique des souches a révélé la présence d'un 

plasmide au moins de grande taille chez 5 souches :PS6S3, Si 1 P43, P4, 

065, Al. Un petit plasmide a été détecté chez la souche K1 3S3. (Fiure 26 et 

27) 

Bien que la conjugaison et le curage aient confirmé le caractère 

transférable d'au moins d'une partie des marqueurs de résistance aux bêta-

lactamines, ainsi qu'à d'autres antibiotiques; il nous est difficile de corréler de 

façon précise la résistance avec les profils plasmidiques. 

Ce qu'on peut déduire de cette expérience, c'est que les souches sont 

pauvres en plasmides, nu moins sur le plan quantitatif, ceux *retrouvés sont de 

haut poids moléculaire et il n'y a pas forcément une relation entre le phénotype 

de résistance selon Vedel (1995) et le profil plasmidique. 

Cepe,canc, il y a lieu de signaler le rapport entre la résistance aux bêta-

lactamines associée avc celle à d'autres antibiotiques, notamment les 

aminosides et la présence de plasmids de haut poids moléculaire (Petit et al., 

1990 ; Jacoby et Sutton, 1991 ; Hall et al., 1993; Philippon, 1998). 
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4 	 P 

P: plasmide; C: chromosome 

f!gure 26 : Profil plasmidique des souches isolées sur gel d'agarose: 1(K 13S3), 2(A1), 
3 (S8), 4(065), 6(P4 ), 7(S iq), 8(038); 

Figure 27 : Profil plasmidique de quelques souches de Pseudomonas sur gel 
d'agarose : 9(0ï, 10(S 11 P 3 ), 11(PS8S3), 12(F 8 ). 
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CONCLUSION 

L'évaluation de l'état de la résistance aux bêta-•lactamines de 100 

souches de Pseudomonas aeruginosa a mis en évidence une multirésistance 

vis à vis des antibiotiques antipyocyanques couvrant la pipéracilline, la 

ticarcilline, la céftazidime et la céfsulodine, ainsi que d'autres antibiotiques, hors 

bêta-lactamines, tels que la péfloxacine, l'amikacine, la tobramycine, la 

fosfomycine. . . Cette résistance semble être de haut niveau, au vue des CMI 

retrouvées pour certaines molécules. II faut signaler l'activité satisfaisante de 

l'imipénème, bien qu'il faille être attentif au risque de diffusion des résistances 

observées sur certaines souches. 

Le sérotypage a montré une diversité dans les sérotypes des souches 

avec cependant une singularisation du sérotype 0 11 qui atteint 14% des 

souches. Ce sérotype a été trouvé multirésistant avec une grande diversité 

dans lés biotypes. Cette diversité augure du caractère non épidémique de ces 

souches donc 'les infections. 

La production de bêta-lactamases a été mise en évidence chez 24% des 

souches et elle a été corrélée à la résistance.. La propriété inductible des bêta-

lactamases, donc des céphalospori nases, a été retrouvée chez 13% des 

souches, ces dernières aprartiendraient globalement aux phénotypes 

sauvages. Le test de synergie a permis de détecter les bêta-lactamases à 

spectre élargi chez 5% des souches qui résistent aux céphalosporines de 3eme 

génération et pour certaines â l'imipénème. 

Les essais de transfert génétique par conjugaison et de curage ont permis 

de montrer le caractère plasmidique, donc acquis, et transférable des 

phénotypes de résistance, en particulier à l'imipénème, ainsi qu'une possible 

liaison génétique entre eux. . 
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L'analyse du culot plasmidique révèle la présence d'au moins un plasmide 

de haut poids moléculaire chez certaines souches, qui pourrait être le support 

génétique de bêta-lactamases transférables notamment à spectre élargi, et 

même d'autres marqueurs de résistance aux antibiotiques, comme les 

aminosides. 

Le niveau et la nature extrachromosomique de la résistance observés 

chez Pseudômonas aeruginosa, avec tout cela qu'implique comme risque de 

diffusion de cette résistance vers des souches de la même ou d'autres 

espèces, peuvent constituer un véritable obstacle thérapeutique. 

Dans ce cadre, la lutte contre ce fléau doit porter aussi bien sur la 

prévention que sur une antibiothérapie maîtrisée. 

En dehors des situations imposant un traitement d'urgence empirique qui 

doit être base sur des données épidémiologiques (surveillance de l'acquisition 

• et de la diffusion des résistances), l'antibiothérapie est fondée, au-delà des 

signes cliniques et de la localisation du site d'infection, sur l'isolement et 

l'identification du germe, sa sensibilité aux antibactériens disponibles 

(antibiogramme et CMI ou CM B), sa fréquence de mutation vers la résistance, 

la taille de la population bactérienne, la pharmacocinétique et les risques 

toxiques. Ce sont ces données qui conditionneront le choix de la molécule, la 

monothérapie ou l'association, la posologie, la durée, la voie d'administration... 

En complément â l'utilisation rationnelle des antibiotiques, l'optimisation 

du contrôle de l'évolution de la résistance passe par les mesures d'hygiène 

hospitalière. 

En perspective de ce travail, il serait intéressant d'identifier les bêta 

lactamases impliquées dans les, résistances observées, les structures 

génétiqu€ qui es portent et les réarrangements génétiques à I'ôrigine de 

l'extension de leur spectre de résistance. Sur un autre plan, à des fins 

épidémiologiques, il est nécessaire de typer génétiquement (ribotypage ou 

polymorphisme chromosomique) les souches. 
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RESUMÈ 

Pseudomonas aeruginosa est un germe pathogène rentrant souvent, 
dans le contexte de maladies graves. C'est aussi, une cause majeure 
d'infection nosocomiale. 

Un total de 100 souches de Pseudornonas aeruginosa a été isolé durant 
la période (1999- 2000) au centre hospitalier de Tlemcen. 

La serisibiiité aux 31 molécules d'antibiotiques a été réalisée par la 
technique de diffusion de disque. Ces souches se sont révélées résistantes à la 
majorité des antibiotiques et plus particulièrement aux [i-lactamines. Elles ont 
cette capacité d'acquérir de nouvelles résistances à des composés 
habituellement actifs. 

24 % des souches produisent une l-lactamase capable d'hydrolyser les 
pénicillines et les céphalosporines. 

Le sérotypage a été etiectué par le test d'agglutination des antisérums. 
Ce test permet la détection précoce d'éventuelles épidémies. 

La présence de plasmide a été analysée par la méthode d'extraction de 
Kado et Liu. Les profils plasmatiques ont montré la présence de larges 
plasmides. 

Le transfert par conjugaison a été montré par le passage du plasmide 
portant le gène déterminant la résistance à l'imipénème (une des molécules les 
plus actives contre Pseu'domonas aeruginosa. Le plasmide a été transféré 
d'une souche de Pseudonona5 aeuginosé vet s 1su/e,ichij col,. 

Les expériences de conjugaison et de curage ont permis de confirmer 
que cette résistance pourrait avoir comme support l'ADN plasmidique. 


