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INTRODUCTION 



Introduction 

La progression des résistances bactériennes aux antibiotiques est une cause 

majeure d'échecs thérapeutiques en milieu hospitalier. Elle est due à l'avènement des 

antibiotiques en médecine où la production et l'usage en grande quantité ont contribué 

à la sélection des bactéries qui présentent des gènes de résistance. 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogène opportuniste, souvent 

responsable d'infections nosocomiales. Du fait de ses nombreux facteurs de virulence, 

elle est associée à une morbidité et une mortalité élevées. Cette bactérie multirésistante 

aux antibiotiques, possède la particularité d'associer un niveau élevé de résistance 

naturelle aux bétalactamines et différents mécanismes de résistance acquise aux 

antibiotiques qui s'additionnent parfois dans la même souche. L'évolution de 

l'antibiorésistance de Pseudomonas aeruginosa, est la conséquence de sa capacité de 

s'adapter aux agents antimicrobiens qui exercent leur pression de sélection. 

La détection de cette résistance, dont la base génétique est la survenue de 

mutations et/ou l'acquisition de gènes extérieurs de résistance, est une priorité de santé 

publique. Elle permet de prévenir ou de ralentir la diffusion de souches 

multirésistantes et d'optimiser le choix de l'antibiothérapie. 

C'est dans ce cadre d'idées qu'une étude a été réalisée sur 

Pseudomonas aeruginosa au niveau des services de Neurochirurgie et de 

Traumatologie du C.H.0 de Tlemcen selon les étapes suivantes: 

> isolement 	et 	identification 	d'une 	collection 	de 	souches 	de 

Pseudomonas aeruginosa, 

» évaluation des niveaux de résistance aux antibiotiques les plus communément 

utilisés : bétalactamines, aminosides et fluoroquinolone, 

détermination des phénotypes de résistance aux bétalactamines, 

> analyse du support génétique de l'antibiorésistance. 
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PARTIE I 

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 



Synthèse Bibliographique 

1. Pseudomonas aeruginosa 

La bactérie Pseudomonas aeruginosa, du latin aeruginosus: recouvert de 

rouille, est l'espèce la plus connue et la plus répandue du genre Pseudomonas. Elle a 

été découverte par Gessard en 1882 (Avril et al., 2000). 

Cette bactérie, connue sous le nom de bacille pyocyanique, est un bâtonnet 

Gram négatif, mobile, possédant un métabolisme oxydatif (Richard, 2005) et pouvant 

croître en conditions anaérobiques en utilisant le nitrate en tant qu'accepteur final 

d'électrons (Catherine, 2003). De culture facile sur milieux usuels, elle peut se 

développer dans un intervalle de température allant de 4°C à 42°C (Bert, 2002). Elle 

produit en culture, une odeur aromatique caractéristique de seringa (Avril et al., 2000) 

ainsi que plusieurs différents pigments dont la pyocyanine qui donne aux colonies 

bactériennes une couleur bleu vert (Foca, 2002). 

Grâce à sa versatilité nutritionnelle, cette espèce ubiquitaire peut croître dans 

des environnements hostiles au développement des autres bactéries (Prince, 2002). 

Elle peut survivre, en milieu hospitalier, jusque dans l'eau distillée et dans du 

désinfectant en solution (Salyers et Whitt, 2002). 

Les épidémies hospitalières rapportées, concernent des secteurs d'activité variés 

et mettent en jeu divers modes de transmission: contamination des patients par 

l'intermédiaire de l'eau de réseau, de solutions ou de matériel médicochirurgicale ou 

transmission manuportée (Sécher et al., 2005). 

Le taux de colonisation des patients par Pseudomonas aeruginosa est accru par 

la durée d'hospitalisation, l'antibiothérapie et la diminution des défenses immunitaires 

(Bert, 2002). En effet, ce pathogène opportuniste ne cause aucun problème aux 

organismes bénéficiant d'un bon système immunitaire mais tire avantage des brèches 

dans l'immunité des personnes immunodéprimées (Catherine, 2003) ou ayant subi une 

procédure invasive (intubation, trachéotomie, cathétérisme, neurochirurgie, chirurgie 

oculaire) (Bert, 2002). Il est doté d'un véritable arsenal de facteurs de virulence 

(de Kievit et Iglev'ski., 2000) qui sont, soit directement associés à sa cellule (flagelle, 

pilli, LPS, alginate), soit excrétés dans le milieu extra-cellulaire (exotoxines, 

exoprotéases, hémolysines et chromophores) (Boffi El Aman, 2004 ; Richard, 2005). 

[.1 
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Les infections à Pseudomonas aeruginosa sont connues pour être difficiles à 

traiter, en raison de sa résistance intrinsèque à de nombreux antibiotiques et à son 

extraordinaire capacité d'acquérir de nouveaux mécanismes de résistance en cours 

d'antibiothérapie (Boffi E! Aman, 2004). Néanmoins, l'une des règles admises dans le 

traitement de ces infections est d'utiliser une association incluant une j3-!actamine et 

un autre antibiotique, le plus souvent aminoside ou quinolone (Nordmann, 2003). 

Cette association permet de diviser par trois le risque de sélection de mutants résistants 

(Bedos, 2003). 

2. Bétalactamines 

Pierre angulaire des associations avec d'autres antibiotiques (Thomson et 

Bonomo., 2005), les j3-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés dans la 

pratique clinique courante (Rodriguez -Villalobos et Struellens., 2006). Cette famille 

d'antibiotiques, comprend un grand nombre de molécules, toutes caractérisées par la 

présence d'un cycle f3-lactam indispensable à l'activité antibiotique, une faible toxicité, 

associées à un mode d'action fort complexe sur des protéines de la membrane 

cytoplasmique, dénommées protéines liant la pénicilline (PLP) (Cavallo et al., 2004). 

2.1 Classification 

La majorité des 13-lactamines, dont le représentant le plus ancien est la pénicilline G, 

sont maintenant obtenues par hémisynthèse. En fonction de leur structure chimique et 

de leur activité antimicrobienne, on distingue: pénaines, céphèmes, monobactames, 

inhibiteurs irréversibles des 13-lactamases et pénèmes (Figure 1) (Mouton et al., 2000). 

2.1.1 Pénames (Pénicillines) 

11 s'agit d'un groupe de produits, ayant en commun un cycle thiazolidine accolé au 

noyau f3-lactam. Selon la nature de la chaîne latérale, six sous groupes sont 

individualisés: Pénicilline G. Pénicillines M (oxacilline), Aminopénicillines 

(amoxicilline), Carboxypériicillines (ticarcilline), Uréidopénicillines (pipéracilline) et 

Amidinopénicillines (pivmecillinam) (Nauciel et Vildé., 2005). 
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R3 
R4 

R1—CONH . î-r ______ 	CH3 	 iB  
CH 3 	

R2 
COOH 	 COOH 

Péname 	 Céphème 

3 	R4 

L' 
1 

Monobactame 

1 
R2 	

R 	
6 5 C 	R2 

AL 	
6—f 

N 	
COOH 	 o 	 COO- 

Clavame 	 Carbapénéme 

Figure 1. Classification des -1actamines (Cavallo et al., 2004) 

2.1.2 Céphèmes (Céphalosporines) 

Constituées d'un noyau 3-lactam associé à un noyau dihydrothiazine (Nauciel et 

Vildé., 2005), elles sont habituellement classées en générations correspondant plus à 

leurs propriétés antibactériennes et pharmacocinétiques qu'à un ordre chronologique 

(Mouton et al., 2000). 

Céphalosporines de première génération (C 1G): céfalotine 

> Céphalosporines de deuxième génération (C2G) : céfuroxime 

> Céphalosporines de troisième génération (C3G): céfotaxime 

. Céphalosporines de quatrième génération (C4G): céfépime 
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2.1.3 Monobactames 

Ce groupe d'antibiotiques se caractérise par une structure monocyclique (noyau 3-

lactam) se différenciant ainsi du double cycle rencontré chez les pénicillines ou les 

céphalosporines (Le Noc, 1999). L'aztréonam, est le seul produit de ce groupe 

actuellement utilisé. 

2.1.4 Inhibiteurs irréversibles de -lactamases 

Ce sont des 13-lactarnines à faible activité antibactérienne intrinsèque. Associés à une 

-lactamine, ils en restaurent l'activité antibactérienne qu'elle n'avait plus du fait de 

son hydrolyse par des 3-lactamases. L'acide clavulanique (clavame ou oxapéname), le 

sulbactam et le tazobactam (pénicillines sulfones), sont des inhibiteurs irréversibles de 

f3-lactamases (Bergogne-Bérézin et Dellamoniaca., 1999). 

2.1.5 Pénèmes 

Ce sont des molécules synthétiques qui se caractérisent par la présence d'un cycle 

penta-atomique insaturé collé au cycle -lactam. Trois sous groupes peuvent être 

individualisés : sulfopénèmes, carbapénèmes (irnipénème) et oxapénèmes (Bryskier, 

1999). 

2.2 Mécanisme d'action 

Les 13-lactamines sont des molécules cycliques qui interfèrent avec les étapes finales de 

la synthèse du peptidoglycane. La compréhension du processus de synthèse de ce 

dernier a permis d'identifier ces sites d'action. 

2.2.1 Synthèse du peptidoglycane 

Le peptidoglycane est une macromolécule réticulée composée de longues chaînes 

glycaniques qui sont des polymères alternés de N-acétyl glucosamine (NAG) et 

d'acide N-acétyl muramique (NAM). Des tétrapeptides sont branchés sur ces chaînes 

et une structure en réseau est constituée grâce à l'existence de ponts interpeptidiques 

(Tankovic, 2000). Sa synthèse (Figure 2) se décompose en trois phases: les 

précurseurs du peptidoglycane sont dans un premier temps synthétisés dans le 

[:3 
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cytoplasme puis, après traversée de la membrane cytoplasmique, ils sont polymérisés 

pour former le peptidoglycane (Cavallo et al., 2004). 

5 

4 
5 5 

—.4- UDP 3 

(D 
2 

[I 	••__-.*I C1opIascne - 1 up 2 2 
M 

UDP 
I 

 
I 

G 

Membrane ue cyloplaimique 

M 

2

) 

ParoI 	2 

MG 

 IT 3 4 

4 4 3 

/ 2 

1 
TransyoosiaIIon 

M 	G—» 

TraspepUdation 

Figure 2. Synthèse du peptidoglycane (Nauciel et Vildé., 2005) 

acide aminé 

M 	N-acétyi muramique (NAM) 

G 	N-acétyl glucosainique (NAG) 
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La polymérisation s'effectue en deux étapes: la première fait intervenir une 

transglycosylase pour former des chaînes de glycane, la seconde réaction, catalysée 

par les transpeptidases, crée une liaison covalente entre peptides portés par des chaînes 

de glycane voisines. Elle conduit donc à la formation de ponts interpeptidiques 

assurant la réticulation du peptidoglycane (Charlier et al., 1998). Cette réaction de 

transpeptidation libère la D-Ala terminale du pentapeptide et forme un pont entre la D-

Ala subterminale et le dernier acide aminé d'une chaîne peptidique secondaire 

appartenant à un autre précurseur (Tankovic et Duval., 1997; Tankovic, 2000). 

D'autres enzymes comme les carboxypeptidases sont susceptibles d'interférer avec la 

transpeptidation en coupant la liaison entre D-Ala 4 e! la D-Ala 5. Ils auraient ainsi un 

rôle dans la régulation de la synthèse du peptidoglycane (Cavallo et al., 2004). 

2.2.2 Mode d'action 

Les -lactamines présentent une analogie structurale entre le noyau 3-lactam et 

le dipeptide terminal D-AIa-D-Ala du pentapeptide constitutif du peptidoglycane 

(Figure 3). 

co 
porine 

mb externe 

peptidoglycane 

espace périplasmique 

LWs 	mb plasmique 

cytoplasme 

fJ 3-lactamine = analogue structural 

du dipeptide D-AIa-D-Ala 

PLPs = protéines liant les pénicillines 

Figure 3. Mécankme d'action des 4actampes (Verdet, 2007) 
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Leur reconnaissance par les transpeptidases et les carboxypeptidases (PLP) aboutit à la 

fixation du cycle 3-1actam sur le site actif de ces enzymes cibles. Cette fixation 

entraîne une ouverture du cycle 13-lactam par rupture de la liaison amide et une 

acylation du site actif avec formation d'un complexe pénicilloyl-enzyme covalent 

(El*) qui aboutit à l'inactivation du site actif de l'enzyme, provoquant une inhibition 

de la synthèse du peptidoglycane et l'arrêt de la croissance bactérienne (Livermore, 

1995) 
Ki 	K3 	K4 

E+I -+ E! -+ El* -> E +P 	 avec E: enzyme 

K2 	 I: D-lactamine 

P: produit 

K : constante d'affinité 

L'effet direct de l'inhibition de la synthèse du peptidoglycane dû aux 13-lactamines est 

l'arrêt de la croissance bactérienne, ou effet bactériostatique. Cependant ces 

antibiotiques ont un effet bactéricide (Tankovic, 2000). Cet effet résulte de la 

dégradation du peptidoglycane par des autolysines conduisant à une lyse de la bactérie 

(Gautier, 2007). 

3. Aminosides 

Ce sont des antibiotiques à large spectre, utilisés en thérapeutique depuis la 

découverte de la streptomycine par Waksman en 1944 (Bryskier, 1999). Ces 

antibiotiques, typiquement bactéricides, incluent 1' amikacine, la gentamicine, la 

kanamycine, la néomycine et la tobramycine (Singleton, 1999). Ils ont pour principale 

cible le ribosome dont ils perturbent le fonctionnement (Gaudy et Buxeraud, 2005). 

Leurs effets comprennent non seulement la production de protéines défectives, mais 

aussi des altérations des enveloppes bactériennes et des dégradations de l'ARN 

(Doublet, 2004). L'action de ces antibiotiques est rendue caduque chez 

Pseudomonas aeruginosa, soit par la surexpression constitutive de la pompe d'efflux 

«Mex XY» (Boffi El Aman, 2004), soit par des enzymes inactivatrices dont les gènes 

sont situés sur des plasmides autotransférables ou sur des transposons (Mimoz, 2003). 
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4. Fluoroquinolones 

Depuis l'introduction des fluoroquinolones en thérapeutique en 1980, 

l'utilisation de cette classe d'antibiotiques a rapidement augmenté jusqu'à devenir 

l'une des plus utilisées pour différents types d'infections bactériennes (Zhanel et al., 

2004). La ciprofloxacine est la seule molécule active de cette classe d'antibiotiques 

contre Pseudomonas aeruginosa, elle est utilisée en association aveô une 3-lactamine 

lorsqu'un aminoside est contre indiqué (Bedos, 2003). Elle agit par inhibition de la 

synthèse de l'ADN, qui est suivi rapidement de la mort bactérienne (Tankovic et 

Duval, 1997). La résistance à cette classe d'antibiotiques est médiée par divers 

mécanismes dont les pompes à effiux qui sont capables d'expulser ces molécules hors 

de la cellule (Boffi El Aman, 2004). Leur activation précède généralement la mutation 

de la cible, essentiellement l'ADN-gyrase, qui est le mécanisme de résistance le plus 

connu chez Pseudomonas aeruginosa pour les fluoroquinolones (Mesaros et al., 2007). 

5. Mécanismes de résistance de Pseudoinonas aeruginosa aux -1actamines 

Le bacille pyocyanique dispose pour contrer l'efficacité des 13-lactamines d'une 

quinzaine de systèmes connus à ce jour (Rio et al., 2002). Il peut s'agir de système 

d'efflux ou d'imperméabilité, éventuellement associés (Nordmann, 2003) ou de 

production de 	-lactamases acquises 	et/ou 	surproduction 	constitutive de 

céphalosporinase AmpC (Figure 4) (Cavallo, 2002). 

Pénicillinases 

Enzymatique 	Céphalosporinase déréprimée 

\\/—* Bêta-lactamase à spectre élargi 

— Imipeneinase 

Efflux 

Non enzymatique 	Modification Porine 

\_. Modification PLP 

Figure 4. Mécanismes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux fi-lactamines 

(Ruimy, 2003) 
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5.1 Résistance non enzymatique 

5.1.1 Imperméabilité de la membrane externe 

La pénétration des 3-1actamines à travers la membrane externe des bactéries à 

Gram négatif, est assurée par diffusion à travers des canaux protéiques. Chez 

Pseudomonas aeruginosa, Il a été démontré que la perméabilité membranaire est 10 à 

100 fois moins efficace que chez Escherichia cou (Ochs et al., 1999), du fait du 

nombre restreint de porines fonctionnelles. Cette imperméabilité s'exprime par une 

résistance naturelle à certaines -lactamines dont le céfotaxime et le Moxalactam 

(Nordmann, 2003; Vedel, 2005). La résistance acquise aux carbapénèmes par 

imperméabilité membranaire, survient suite à la perte ou à la diminution de la porine 

spécifique OprD 2  (Figure 5). Elle se traduit par une résistance à l'imipénème et une 

diminution de sensibilité au méropénème (Livermore, 2002). 

Porine 	Porine D2 (OprD): seule voie de pénétration de 
l'imipénème chez 

P. aerugin osa 

I ..  . . .. I..u.  

...fl... ......fl..... nUu•nSu• 

Figure 5. Modification de la perméabilité: ponne D2 
(Aubert et Carricajo., 2005) 

La résistance à l'imipénème est associée à une hydrolyse partielle par la 

céphalosporinase naturelle, alors que le méropénème, beaucoup plus stable à 

l'hydrolyse par cette AmpC (Poire!, 2006), peut également emprunter une voie 

alternative, si celle-ci est absente ou en quantité réduite (Sinave, 2003) 
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5.1.2 Pompes d'efflux 

Les pompes d'efflux constituent un mécanisme de défense essentiel pour 

Pseudomonas aeruginosa contre les antibiotiques et les antiseptiques. Sept systèmes 

(Tableau 1), dont MexAB-OprM, MexCD-OprJ et MexEf-OprN, ont déjà été 

caractérisés chez cette espèce (Hocquet et al., 2004). 

Tableau 1. Substrats des systèmes d'efflux chez Pseudomonas aeruginosa (Cattoir., 2004) 

Système 	 Substrats (Antibiotiques) 

MexAB-OprM Fluoroquinotone, Ticarcilline, Aztréonam, Tetracycline. 
MexXY/OprM Ftuoroquinolone, Aminosides, Céfépiine, Cefirome,Tetracyc1ine 
MexCD-OprJ Fluoroquinolone, Ce1irome, Céfépime, Chloramphénicol 
MexEF-OprN Fluoroquinolone, Imipénme, Triméthoprime, Chloramphénicol 
MexGHI-OpmD Fluoroquinolone 
MexJKIOprM Tétracycline, Erythromycine 
MexVW/OnrM 1 Fluorouumolone. Chloramnhénicoi Tetracvcline. Ervthromvcine 

Ils sont constitués de trois protéines (Figure 6), la CMP (Cytoplasmic 

Membrane Protein), située dans la membrane interne et responsable de I'efflux 

proprement dit, et de deux autres protéines, la première située au niveau de la 

membrane externe (OMP: Outer Membrane Protein) et la deuxième (MFP: 

Membrane Fusion Protein) assurant la jonction entre les deux membranes (Mesaros et 

al., 2005). Ces systèmes d'efflux expulsent des antibiotiques dans le milieu extérieur 

en utilisant l'énergie du gradient électrochimique de la membrane cytoplasmique 

(Poire!, 2006). 

À 

b4 

OprM 

MexA 

MexB 

H+ 
Figure 6. Résistance par diminution de l'accumulation intrabactérienne 

(Aubert et Carricajo., 2005) 
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Le système d'efflux MexAB-OprM, d'expression constitutive (Boffi El Aman, 2004), 

est la principale composante de la résistance intrinsèque de Pseudomonas aeruginosa à 

plusieurs antibiotiques (Sinave, 2003). Sa surexpression se traduit par une 

augmentation de la CMI de toutes les 13-lactamines, imipénème excepté, mais dans des 

proportions très variables selon les molécules (Bert, 2002). Les systèmes MexC-

MexD-OprJ et MexE-MexF-OprN sont, quant à eux, exprimés que s'il existe des 

mutations (Schweizer, 2003). L'expression de MexE-MexF-OprN est co-régulée à une 

diminution d'expression de la porine OprD 2  (Livermore, 2002). 

5.2 Résistance enzymatique par production de J -lactamases 

Les 3-1actamases constituent le principal mécanisme de la résistance naturelle et 

acquise aux [3-lactarnines, en particulier chez les bactéries à Grain négatif (Philippon et 

Arlet., 2006). Ces enzymes bactériennes, catalysent l'hydrolyse de la liaison amide du 

cycle 13-lactam (Figure 7) (Bryskier, 1999) en suivant une cinétique similaire à celle 

des PLPs avec les 3-lactamines (Kazmierczack, 1999). 

Enz-Ser-OH 

Bet actamase 
t 

COOH 

--r s 
HN 

de  0 
Ser 	COOH 

Enzyme 

/;7H N:__~/~ 

0 	OH 

COOH 
Antibiot i que inactif 

+ Enz-OH 

Figure 7. Equation générale de J'hydrolyse d'une -lactamine 

à partir d'une -lactamase (Barrial et Scotet., 2006) 

Dans certains cas où l'affinité de l'enzyme pour l'antibiotique est faible, les 13-
lactarnases, grâce à une surproduction, peuvent rendre l'antibiotique inactif en le 

séquestrant sans hydrolyse l'empêchant ainsi d'atteindre sa cible (Tichat, 1995). 

Les gènes qui codent pour ces enzymes peuvent être de localisation chromosomique 

ou extra-chromosomique, portés par des plasmides, des transposons ou des intégrons 

(Liassine, 2000). La présence de ces gènes sur les éléments génétiques transférables 

facilite leur transfert horizontal entre espèces phylogénétiquement éloignées (Therrien, 
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1998 ; Charlier et al., 1998). La conjugaison est le mécanisme le plus fréquent dans la 

dissémination des gènes (Ehiers et Bouwer., 1999). Elle est impliquée dans le transfert 

horizontal des plasmides et des transposons (Doublet, 2004). 

La grande diversité de ces enzymes d'inactivation a suscité, depuis 1945, la 

publication d'articles visant à les classer (Labia, 1999). Quatre majeures classifications 

ont été proposées (Tableau 2) par Richmond et Sykes, Ambler, Mitsuhashi et moue, 

Bush-Jacoby et Meideros (Bush et al., 1995). 
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Tableau 2. Classification des f-lactamases bactériennes (Bush et al., 1995) 

Bush- 	 Inhibited 
1989 	 Molecular 

- 	Jacoby- 	Bush 	Richmond- Mitsuhashi- 	class 	Preffered 	by: 	Representative 

	

Meideros group  Sykes class moue type (Ambler) 	 CA EDTA 
substracts 	 enzymes 

group 

1 1 la, lb, Id CSase C Cephalosporins - 	- AmpC enzymes 
from Gram 
negative 
bacteria; MIR 

2a 2a Not PCase V A Penicillins + 	- Penicillinases 
includcd from Gram 

positive bacteria 
2b 2b III PCase I A Penicillins, + 	- TEM-1, TEM-2, 

Cephalosporins SHV- 1 
2be 2b' Not CXase A Penicillin, + 	- TEM-3 toTEM- 

included Narrow 26, SHV-2 to 
except Ki spectrum and SHV-6, 
in class IV extended Klebssiella 

spectrum oxytoca Ki 
cephalosporins, 
monobactams 

2br Not Not Not A Penicillins +1- 	- TEM-30 to TEM 
included inciuded included 36, TRC-1 

2c 2c Il, V PCase IV A Penicillins, + 	- PSE-1, PSE-3, 
Carbenicillin PSE-4 

2d 2d V PCase II, D Penicillins, +1- 	- OXA-1 to OXA- 
PCase III Cloxacillin 11, PSE-2 (OXA- 

10) 
2e 2e Ic CXase A Cephalosporins + 	- Inductibles 

cephalosporinases 
from Proteus 
vulgaris 

2f Not Not Not A Penicillins, + 	- NMC-A from 
included included included cephalosporins, Enterobacter 

carbapenems cloacae, Sme-1 
from Serratia 
marcescens 

3 3 Not Not B Most I-lactam, - 	+ LI from 
included included including Xanthomonas 

carbapenems maltophila, CcrA 
from Bactero ides 
fragilis 

4 4 Not Net ND Penicillins - 	? Penicillinase 
included included from 

Pseudomonas 
cepacia 

CSase, cephalosporinase; PCase, penicillinase; CXase, cefuroxime-hydrolysing 13-lactamase. 
CA, clavulanic acid 
Nd, flot determined 
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Parmi ces classifications, le système d'Ambler a été mondialement adopté (Kong et 

al., 2005). Fondé sur l'homologie de séquence en acides aminés (Ambler, 1980) il 

divise les -1actamases en 4 groupes (de A à D) (Figure 8). Les groupes A, C et D 

contiennent des 3-lactamases avec la sérine dans le site actif, alors que le groupe B 

contient des enzymes comportant deux atomes de zinc au site actif. (Rodriguez - 

Villalobos et struelens., 2006). La classe A est la plus diversifiée (Therrien, 1998). 

Elle comprend les enzymes, de type CARB, PER et TEM rapportées chez 

Pseudomonas aeruginosa (Weldhagen et al., 2003). Les enzymes de classe C 

correspondent à la céphalosporinase chromosomique de cette espèce alors que celles 

de classe D, généralement médiées par des plasmides ou des transposons, sont 

représentées par les oxacillinases (Kong et al., 2005). Les [3-lactarnases de classe B 

sont désignées comme métallo-enzymes et peuvent hydrolyser les carbapénèmes 

(Nordmann et Poire!., 2002). 

Figure 8. Caractéristiques générales des quatres classes de D-lactamases 
(Ambler, 1980) 

La résistance enzymatique naturelle de Pseudomonas aeruginosa est le fait de la 

production de deux 13-lactamases chromosomiques. L'oxacillinase OXA 50 (classe D) 

d'expression constitutive et dont la contribution au phénotype de résistance naturelle 

ne semble pas significative et la céphalosporinase AmpC (classe C) d'expression 

18 



Synthèse Bibliographique 

d'expression inductible (Girlith et ai, 2004; Poirel, 2006). L'induction de cette 

f3-lactamase, qui se produit après exposition à certaines 3-lactamines (Hancock et 

Speert., 2000), se traduit par une augmentation transitoire et réversible de la 

production enzymatique (Tichat, 1995). L'organisation génétique de cette 

céphalosporinase fait intervenir 5 gènes : ampC, ampD, ampR, ampG et ampE (Figure 

9) (Arlet et Philippon., 1997). Le gène ampC, codant pour la 3-1actamase, est précédé 

par le gène régulateur ampR (Gautier, 2007). 

Systéme de régulation iiiductible faisant intervenir 5 gènes 
aipC, ainpD, anipR, ainpG, et ainpE 

a;izpD 	 ampR 	ampC 

I 	i 	I 
4,  

E• 
Sans inducteur 

toi bactérienne 
ampD 	 rnizpR 	ampC 

.r1 	I 

E 	 RA 
.......... p.  

PG-4'G 

ainpD - 	 ampR 	ampC 

4, 	f 
RA 

IJG 
Mutant constitutif (déréptinié) 

I ffyperproducteur, Constitutif 	1 
Figure 9. Organisation génétique de la céphalosporinase (Ruimy, 2003) 

Au cours d'une antibiothérapie, les antibiotiques à noyau 13-lactam peuvent 

sélectionner des souches mutantes qui surexpriment la céphalosporinase en absence 

d'inducteur (Langaee et al., 2000). Ceci est dû à l'inactivation du gène ampD qui, chez 

Pseudomonas aeruginosa, résulte seulement en une dérepression partielle de la 

f3-lactamase avec une fréquence de 10-7  ,  alors que la dérepression totale requiert 

d'autres mutations et se produit à une fréquence de 10-9 (Hancock et Speert., 2000). 
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La résistance enzymatique acquise du pyocyanique, peut également résulter de 

l'expression de f3-lactamases qui possèdent une grande affinité pour les pénicillines 

(Prince, 2002). Il s'agit de carbénicillinases (groupe CARB ou PSE), d'oxacillinases 

(OXA) ou plus rarement de pénicillinases du groupe TEM (Bert, 2002). Ces 

3-lactamases ont évolué parallèlement à l'utilisation massive des f3-lactamines en 

thérapeutique, vers la diversification et l'élargissement de leur spectre d'activité 

(Rodriguez -Villalobos et struelens., 2006). Des mutations ponctuelles dans la 

séquence génétique du site actif de ces pénicillinases (classe A et D) (Bradford, 2001 

Paterson et al., 2005), entraînant une meilleure activité pour les céphalosporines de 

troisième génération (Philippon et Arlet., 2006), ont donné naissance aux -lactamases 

à spectre élargi (BLSE). Parmi celles de classe A, TEM-4, TEM-24, TEM-42 et 

SHV-2a ont été rapportées chez Pseudomonas aeruginosa. Celles de classe D, sont 

OXA-18 et les dérivés de OXA-2 et OXA-10 (De Champs et al., 2002). Les autres 

BLSE émergentes chez cette espèce, sont d'origine inconnue (Bert, 2002) et 

constituent une nouvelle structure sur le plan moléculaire (Bradford, 2001). Elles sont 

représentées par les PER-1, PER-2, VEB-1, GES-let BEL-1 (Poirel, 2006; Arlet et 

Philippon., 2003). Ces enzymes sont inhibées par l'acide clavulanique et ont en 

général le même substrat que TEM et SHV (Bradford, 2001). 0es-2, décrite en 2000 

en Afrique du Sud, dérive par mutation de GES-1(Arlet et Philippon., 2003). Elle 

possède une activité étendue aux carbapénèmes dont la conséquence en termes de 

résistance à l'imipénème est tout à fait significative (Poirel, 2006). A la différence de 

ces enzymes, les 3-1actamases de classe B, induisent une résistance à haut niveau à 

toutes les t3-lactamines, excepté l'aztréonam (Livermore et Woodford., 2000), leur 

support génétique est situé au sein d'intégrons en position plasmidique ou 

chromosomique (Bert, 2002). Ces métallo-3-1actamases (JvIBL) ont émergé depuis une 

dizaine d'année chez Pseudomonas aeruginosa (Philippon et Arlet., 2006). Trois 

groupes peuvent y être distingués, le plus important étant composé du groupe IMP, 

suivi du groupe VIM (Livermore et Woodford., 2000 ; Nordmann et Poirel., 2002) et 

le dernier, composé d'un seul représentant, SPM- 1 (Murphy et al., 2003). 
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6. Phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux -lactamines 

L'émergence de souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa résistantes aux 

-lactamines antipyocyaniques pose un réel problème thérapeutique. Seule une 

connaissance actualisée des mécanismes de résistance développés par cette bactérie 

(Tableau 3) permet de réaliser la lecture interprétative (Weber, 2003), qui est une 

caractérisation des phénotypes de résistance par des épreuves de sensibilités à des 

antibiotiques sélectionnés non seulement dans une optique thérapeutique mais 

également comme marqueurs de détection phénotypique (Sinave, 2003). 

Tableau 3. Phénotypes de résistance aux -lactamines et mécanismes de résistance 
(Nordmann, 2003) 

Pénicillinase 
Céphalosporinase  

hyperproduite BLSE Carbapénémase 
Efflux 

(OprM) 
Perte 
OprD 

Ticarcilline R R R R I S 
Pipéracilline 

+ IlS R S R S S 
tazobactam 
Ceftazidime S IIR R R S S 

Céfépime S I R R IlS S 
Imipénème S S S R S R 

6.1 Phénotype non enzymatique 

6.1.1 Résistance isolée à l'imipénème 

Ce phénotype de résistance, est similaire au phénotype sauvage à l'exception d'une 

diminution voire absence d'une zone d'inhibition sur antibiogramme et un passage de 

CMI de 1-2 à 8-32 iglml pour l'imipénème (Livermore, 2001). 

6.1.2 Système d'efflux actif 

La surexpression du MexAB-OprM se traduit par une résistance ou une diminution de 

la sensibilité à la ticarcilline, à l'aztréonam et au céfotaxime (Nordmann, 2003) alors 

que la sensibilité à la pipéracilline et à la ceftazidime est conservée. L'expression de 

MexC-MexD-OprJ entraîne une multirésistance caractérisée phénotypiquement par 

une diminution de la sensibilité au céfépime et au cefpirome (Cattoir, 2004), celle du 
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MexE-MexF-OprN entraîne une résistance aux fluoroquinolones et à l'imipénème 

(Livermore, 2002). 

6.2 Phénotype enzymatique 

6.2.1 Céphalosporinase 

La céphalosporinase naturelle de Pseudomonas aeruginosa induit une résistance à 

l'amoxicilline, à l'acide clavulanique et aux céphalosporines de première et deuxième 

génération, céfalotine et céfoxitine notamment (Poirel et al., 2001). L'hyperproduction 

de cette enzyme s'exprime par une résistance aux céphalosporines de troisième 

génération, l'absence de synergie avec l'acide clavulanique et une sensibilité 

conservée au céfépirne et au cefpirome (Arlet et Philippon., 2003). Ces enzymes sont 

faiblement inhibées par l'acide clavulanique, mais le sont cependant, par la 

cloxacilline (Shahid et al., 2004). 

6.2.2 Pénicilhinase acquise 

Par rapport aux souches sauvages, les pénicillinases entraînent une résistance 

supplémentaire aux carboxypénici I unes (ticarcilline), aux uréidopénicillines 

(pipéracilline) et à la cefsulodine. Les pénicillinases à large spectre sont différenciées 

de celles à spectre restreint par une résistance plus élevée aux antibiotiques cités 

(Vedel, 2005). 

6.2.3 Bêtalactamase à spectre étendu 

Le phénotype BLSE se caractérise par un haut niveau de résistance à la ceftazidime et 

parfois à I'aztréonam (Bradford, 2001). Il se traduit par une CMI > à 64 .tg/ml vis-à-

vis de la ceftazidime (Livermore et Brown., 200 1) et une image de synergie, en forme 

d'un bouchon de champagne, entre un disque d'augmentin (AMC) et celui d'une 

céphalosporine de troisième génération (Larabi et al., 2003). 
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6.2.4 Carbapénémase 

Les souches de Pseudomonas aeruginosa ayant acquis ce type d'enzymes, expriment 

une résistance à haut niveau à toutes les E3-lactamines, à l'exception de l'aztréonam qui 

n'est pas un antipyocyanique majeur (Nordmann, 2003). L'inhibition de ces enzymes 

par des chélateurs d'ions comme l'EDTA et non par les inhibiteurs classiques de 

3-lactamases, permet d'individualiser ce phénotype de résistance (Bush et al., 1995). 

6.3 Phénotype complexe 

Plusieurs mécanismes de résistance acquise (deux ou plus) peuvent coexister dans la 

même souche de Pseudomonas aeruginosa et donner un phénotype complexe. Il est 

possible d'interpréter ce phénotype en combinat l'effet de chaque mécanisme isolé 

(Figure 10) (Vedel, 2005). 
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Figure 10. Diagramme de détermination des phénotypes de résistance aux 
P -lactamines chez Pseudoinonas aeruginosa (Vedel, 2005) 

D: diamètre 
Case: céphalosporinase 
Pase: pénicillinase 
ESBL: bétalactamase à spectre élargi 
MBL: métallo-bétalactamase 
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PARTIE II 

MATERIEL & METHODES 



Matériel & Méthodes 

1. Matériel 

1.1 Matériel biologique 

1.1.1 Souches étudiées 

95 souches de Pseudomonas aeruginosa isolées au niveau des services de 

Neurochirurgie et de Traumatologie du C.H.0 de Tlemcen ont fait l'objet de notre 

étude. 

1.1.2 Souches de références et plasmides utilisés 

> ATCC 27853 

ATCC 25922 

> PU2lCiproR 

> VP517 

» pbR322etpkr2Ol3 

1.2 Milieux de Culture 

1.2.1 Milieux de culture liquide 

> Bouillon nutritif (BN) (Institut Pasteur d'Algérie) 

Bouillon Coeur cerveau (BHIB) (Fluka) 

» Bouillon Luria (LB) (Sigma) 

1.2.2 Milieux de culture solide (Fluka) 

Gélose nutritive 

> Mac Conkey 

> Mueller Hinton. 

1.3 Tests biochimiques 

> Galerie API 20 NE (Bio Mérieux) 

> Disques d'oxydase (Fluka) 
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1.4 Solutions et Tampons (Annexes 5, 6 et 7) 

> Tampon phosphate 0,5 M pH 7 

> Solution iodo-iodurée 

» Tampon TE 

> Solution de lyse 

Phénol-Chloroform-Isoamylalcool (24: 25 :1) (Sigma) 

> Tampon TBE IX 

> Tampon de charge 

> Solution de BET (Sigma) 

1.5 Antibiotiques 

1.5.1 En disque (Bio Rad) 

Ticarcilline (75 fig), Ticarcilline + Acide Clavulanique (75/10 jig), Pipéracilline (75), 

Pipéracilline + Tazobactam (75/10 tg), Imipénème (10 j.ig), Aztréonam (30 jtg), 

Céfotaxime (30 jig), Ceftazidime (30 tg), Céfopérazone (30 .tg), Cefsulodine (30 tg), 

Céfépime (30 pg), Moxalactam (30 .tg), Tobramycine (10 j.ig), Amikacine (30 jig), 

Gentamicine (15 pg) et Ciprofloxacine (5 pg). 

1.5.2 En poudre 

Ticarcilline (Glaxo Smith Kline), Ticarcilline + Acide Clavulanique (Glaxo Smith 

Kline), Pipéracilline (DakotaR  Pharm), Pipéraciiline + Tazobactam (Wyeth 

Pharmaceuticals), Cloxacilline (astellas), Imipénème (MSD), Aztréonam (Sanofi-

Synthelabo), Céfotaxime (Aventis), Ceftazidime (Glaxo Smith Kline), Céfépime 

(Bristol-Myers Squibb), Tobramycine (Merck), Amikacine (Bristol-Myers Squibb), 

Gentamicine (Panpharma) et Ciprofloxacine (Bayer Pharma). 
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2. Méthodes 

2.1 Prélèvements 

Les prélèvements sont effectués par écouvillonnage sur des plaies post-opératoires 

infectées, puis acheminés au laboratoire pour être incubés 18 à 24 heures dans du 

bouillon nutritif. 

2.2 Isolement et Purification 

L'isolement est réalisé sur gélose nutritive supplémentée de 0,02% de cétrimide 

(Sigma) et incubé 48 heures à 37° C (Crespo et al., 2004). Les colonies présentant une 

pigmentation verte ou rose sont repiquées sur le même milieu pendant 48 heures à 

37° C puis sur Mac Conkey 24 heures à 42° C. 

2.3 Identification 

L'identification est réalisée par Galerie API 20NE et test d'oxydase. 

2.3.1 Galerie API 20NE 

La galerie API 20NE comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme 

déshydratée, les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les 

milieux. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des 

virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. 

La lecture de ces réactions est réalisée à l'aide du tableau de lecture (Annexe 1), et 

l'identification obtenue à l'aide du tableau d'identification du catalogue analytique 

(Annexe 2). 

2.3.2 Test d'oxydase (Marchai et ai., 1987) 

Ce test est réalisé en ajoutant un disque d'oxydase à une suspension bactérienne 

épaisse en eau physiologique. Une réaction positive se traduit par une coloration 

violette en 2 minutes environ. 
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2.4 Antibiogramme (CASFM 2006 ; Vedel 2005) 

2.4.1 Principe 

L'antibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classes semi-

quantitatives (sensible, intermédiaire ou résistant) et d'orienter le traitement 

antibiotique. Il est basé sur l'observation de la croissance bactérienne en présence d'un 

gradient de concentration d'antibiotique obtenu par diffusion à partir de disques dans 

un milieu gélosé. 

2.4.2 Technique 

Préparation de L'inoculum 

> Pour chacune des souches à tester, réaliser une suspension en ensemençant 5 ml de 

bouillon BHIB par 3 à 4 colonies de morphologie similaire à partir d'un milieu non 

sélectif 

> Incuber 3 à 5 heures sous agitation à 37° C. La culture obtenue doit être de 

10 8  UFC/ml soit de densité optique 0,08 —0,1 à une longueur d'onde de 625 nm. 

Ensemencement 

Diluer la suspension inoculum au 1/100 (z 106  UFC/ml) dans de l'eau 

physiologique 

> Ensemencer par inondation, en respectant les mesures de sécurité nécessaires, les 

boîtes de Pétri préalablement coulées par 20 ml de milieu Mueller Hinton 

» Rejeter l'excès puis sécher les boîtes 20 à 30 minutes à l'étuve. 

Application des disques 

» Déposer les disques d'antibiotiques à l'aide d'une pince stérile. 

Pour ce qui concerne les f3-lactamines, placer les disques dans un ordre qui obéit au 

schéma de Vedel (Figure 11). 
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TZP 	PIP 

	

TIC 	TCC ATM 

CTX CAZ 

IPM 	CFS 

	

FEP 	 CFP 

CPO MOX 

Principaux marqueurs 
	Marqueurs secondaires 	 Liste complémentaire 

TIC: Ticarcilline 

CTX: Céfotaxime 

CAZ: Ceftazidime 

IPM: Imipénème 

TCC : Ticarcilline + ac. clavulanique 

ATM: Aztréonam 

CFS : Cefsulodine 

TZP : Pipéracilline + tazobactam 

PIP : Pipéracilline 

FEP : Céfépime 

CFP : Céfopérazone 

CPO : Cefpirome 

MOX: Moxalactam 

Figure 11. Schéma de Vedel (2005) 

2.4.3 Lecture 

> Après 18 à 24 heures d'incubation, mesurer les diamètres d'inhibition et se référer 

aux valeurs critiques (Annexe 3) 

> Interpréter les phénotypes de résistance aux 3-lactamines. 
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2.5 Détermination des CMI en milieu solide (CASFM 2006) 

2.51 Principe 

La méthode de dilution successive en milieu solide est la méthode de référence pour 

déterminer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques Elle consiste à mettre un 

inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations croissantes 

d'antibiotiques. 

2.5.2 Technique 

Préparation des solutions d'antibiotiques 

Pour chacun des antibiotiques, préparer une solution mère à 5120 mgI1 puis réaliser 

des dilutions sériées de progression géométrique de raison 1/2 (Annexe 4). 

Préparation des boîtes 

> Distribuer 2 ml de chaque dilution d'antibiotique dans une série de boîtes de Pétri 

ainsi que 2 ml d'eau distillée stérile dans une boîte de Pétri témoin. 

Ajouter 18 ml de milieu Mueller Hinton gélosé maintenu en surfusion 

> Bien mélanger et laisser solidifier 

> Sécher les boîtes 30 minutes à l'étuve à 37° C. 

Préparation de L'inoculum 

Préparer des suspensions de 10 '  UFC/ml pour chacune des souches à tester. 

Ensemencement 

> Diluer la suspension inoculum au 1/10 

> Ensemencer par spot 1 à 2 lil de la suspension bactérienne, soit un inoculum de 

104 UFC/spot. 

Incubation 

Incuber 18 à 24 heures à 37° C. 
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2.5.3 Lecture 

> S'assurer de la croissance des souches au niveau de la boîte témoin 

> La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible 

concentration où il n'y a pas de croissance visible. La présence d'une ou de deux 

colonies ou d'un fin film n'est pas prise en considération. 

2.6 Test au PAN (Lomovskaya et al., 2001) 

2.6.1 Principe 

Il consiste à mettre en évidence l'inhibition du système d'efflux MexAB-OprM par le 

phenyl-arginine- 3-naphthylamide (PAJ3N) (Sigma). 

2.6.2 Technique 

Réaliser un antibiogramme par diffusion sur gélose Mucher Hinton contenant du 

PAN à une concentration finale de 25 .tg/ml. 

2.6.3 Lecture 

Une augmentation des diamètres d'inhibition autour des disques d'antibiotiques 

substrats indique un résultat positif. 

2.7 Test iodométrique (Courvalin et al., 1985) 

2.7.1 Principe 

Il consiste en une décoloration du complexe iode-amidon due à la réduction de l'iode 

par l'acide pénicilloique issu de l'hydrolyse de la pénicilline G par les f3-lactamases. 

2.7.2 Technique 

Préparation du gel 

> Dissoudre, par chauffage jusqu'à ébullition, 0,3 g d'amidon et 0,8 g d'agarose dans 

50 ml de tampon phosphate 0,5 M pH 7 
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> Refroidir la solution au bain Marie à une température de 550  C 

Ajouter 1,2 ml de solution iodo-iodurée et 30 mg de Pénicilline G 

> Bien mélanger, verser dans des boîtes de Pétri puis laisser solidifier 

> Réaliser des puits de 4 à 5 mm de diamètre séparés d'environ 3 cm. 

Préparation de la suspension bactérienne 

Ensemencer, à partir d'une culture de 18 heures sur boîte de la souche à étudier, 4 à 5 

colonies dans 0,5 ml d'eau physiologique puis vortexer. 

Ensemencement 

Remplir les puits du gel de 20 jil de la suspension bactérienne préparée 

extemporanément. 

2.7.3 Lecture 

L'activité enzymatique se traduit par une zone décolorée qui apparaît autour des puits. 

2.8 Test à la cloxacilline (De Champs et al., 2002) 

2.8.1 Principe 

La cloxacilline est un antibiotique qui permet d'inhiber les r3-lactamases de type 

AmpC. La restauration de l'activité des céphalosporines de troisième génération 

(ceftazidime, céfotaxime) en présence d'une concentration définie de cloxacilline, 

permet de confirmer le phénotype céphalosporinase. 

2.8.2 Technique 

Réaliser un antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton contenant de la 

cloxacilline à une concentration finale de 500 p.gIml et de 1000 jtglml. 
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2.8.3 Lecture 

Un résultat positif est noté lorsqu'une augmentation des diamètres d'inhibition d'au 

mois 8 mm autour des disques de ceftazidime et de céfotaxime est observée. 

2.9 Test de synergie (Philippon et Arlet., 2006) 

2.9.1 Principe 

La démonstration phénotypique de la présence d'une f3-lactamase à spectre élargi 

consiste à mettre en évidence une image de synergie entre un disque de céphalosporine 

de troisième génération et l'acide clavulanique. 

2.9.2 Technique 

Appliquer sur une gélose Mucher Hinton, préalablement ensemencée par la souche à 

tester, un disque de ceftazidime et/ou céfotaxime et un disque d'amoxicilline + acide 

clavulanique (AMC), distant de 1 cm et '/2. 

2.9.3 Lecture 

Un résultat positif est noté lorsqu'une image de synergie est observée entre les deux 

disques. 

2.10 Test de Hodge (Lee et al., 2003) 

2.10.1 Principe 

Il consiste à mettre en évidence l'hydrolyse de l'imipénème par une souche de 

Pseudomonas aeruginosa 	à l'aide 	d'une bactérie 	indicatrice sensible 

(Escherichia cou). 

2.10.2 Technique 

> Préparer une suspension d'Escherichia coli 25922 de 108  UFC/ml 

> Ensemencer par écouvillonnage une gélose Mucher Hinton 
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Faire une lourde strie de la souche à tester à partir d'un prélèvement de quelques 

colonies d'une culture sur milieu Mueller Hinton gélosé du centre de la boîte vers la 

périphérie 

> Sécher les boîtes 15 minutes 

> Déposer un disque d'imipénème au centre (à l'extrémité de la strie) 

Incuber 18 heures à 37° C. 

2.10.3 Lecture 

L'hydrolyse de l'imipénème par la souche à tester se traduit par l'échancrure de la 

zone d'inhibition de la souche d 'Escherichia coli indicatrice (Figure 12). 

Test positif 

E.coli 

IMP 

Strie de la souche de  
P.aeruginosa à tester 

Test négatif 
 

Figure 12. Lecture du test de Hodge (Lee et al., 2003) 

2.11 Test à l'EDTA (Jesudason et al., 2005) 

2.11.1 Principe 

Il permet de différentier entre les métallo-13-lactamases et les autres carbapénémases de 

classe A ou D. 
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2.11.2 Technique 

Elle consiste soit à déposer 4 pi d'EDTA 0,5 M, pH 8, sur un disque d'imipénème soit 

10 pi d'EDTA 0,5 M, pH 8, sur un disque blanc (papier filtre Wathmann n°2, diamètre 

6 mm), placé 1 cm et Y2 bord à bord avec un disque d'imipénème. 

2.11.3 Lecture 

Un résultat positif se traduit par un accroissement de la zone d'inhibition autour du 

disque d'imipénème supplémenté d'EDTA pour la première méthode et une image de 

synergie entre le disque d'imipénème et celui de 1'EDTA pour la deuxième. 

2.12 Conjugaison (Tichat, 1995) 

2.12.1 Principe 

C'est le transfert d'un plasmide conjugatif codant pour la résistance à un ou plusieurs 

antibiotiques d'une souche donatrice à une souche réceptrice. La sélection des 

transconjugants s'effectue en présence de 2 antibiotiques: l'un correspond à l'une des 

résistances transférées, l'autre à la résistance non transférable de la souche réceptrice. 

2.12.2 Technique 

> Ensemencer la souche réceptrice et les souches donatrices en bouillon BHIB et 

incuber 18 à 24 heures à 37° C 

> Réaliser un mélange donatrice réceptrice dans un rapport 1/2 

» Mélanger doucement 

> Incuber 18 à 24 heures 

> Réaliser des dilutions de 10-1et 102  du mélange 

> Ensemencer par strie le mélange et chaque dilution sur un milieu de sélection 

Vérifier la sélectivité des milieux de sélection en ensemençant la souche donatrice 

et la souche réceptrice sur la même boîte 

Incuber 24 heures à 37° C. 
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2.12.3 Lecture 

Analyser les transconjugants en réalisant des antibiogrammes et/ou des CMI. 

2.12.4 Préparation des boîtes de sélections 

Incorporer à une gélose Mueller Hinton, de la ticarcilline et de la ciprofloxacine à des 

concentrations finales de 64 .tg/ml et de 1 j.tg/ml respectivement. 

2.13 Extraction de l'ADN plasmidique (Kado et Liu., 1981 - modifiée) 

2.13.1 Principe 

Cette technique repose sur la lyse bactérienne par un traitement SDS (Sodium Dodécyl 

Sulfate) alcalin combiné à la chaleur suivie d'une élimination des contaminants 

majeurs (protéines, ADN chromosomique, ARN de haut poids moléculaire) par des 

solvants organiques. 

2.13.2 Technique 

> Réaliser une culture bactérienne dans 5 ml de LB et incuber 24 heures à 37° C 

> Centrifuger 3 ml de culture à 14000 rpm pendant 2 minutes à température ambiante 

» Jeter le surnageant et sécher le culot 

> Ajouter 100 pi de TE. Bien vortexer 

> Ajouter 200 pi de solution de lyse 

> Mélanger par inversion 5 à 10 fois 

> Incuber à 55° C pendant 30 minutes. Agiter de temps à autre 

> Ajouter 600 pi (2 volumes) de phénol-chl oroforme-isoamylal cool (24 : 25 :1) 

Mélanger par inversion 5 à 10 fois 

> Centrifuger à 14000 rpm pendant 15 mn 

> Récupérer délicatement la phase supérieure dans un nouveau microtube. 
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2.14 Electrophorèse d'ADN plasmidique (Sambrook et Russel., 2001) 

2.14.1 Principe 

L'électrophorèse sur gel d'agarose permet de séparer des particules chargées selon leur 

taille respective. Les acides nucléiques étant chargés négativement, sous l'application 

d'un champ électrique, ils vont migrer vers l'électrode positive (l'anode). Les petites 

molécules seront moins retenues dans le gel que les grosses molécules, ce qui leur 

permettra de migrer plus rapidement. 

2.14.2 Technique 

Préparation du gel d'agarose 

> Pour un gel de 0,8%, dissoudre par chauffage jusqu'à ébullition, 1,6 g d'agarose 

(Sigma) dans 200 ml de tampon TBE IX 

» Refroidir la solution à 55° C dans un bain Marie, puis couler le gel dans un moule 

dont les 2 extrémités ont été préalablement fermées par du ruban adhésif 

> Déposer un peigne dans le gel afin de réaliser les puits 

> Laisser solidifier 

> Retirer le peigne du gel et le ruban adhésif du moule 

> Placer le moule avec le gel dans la cuve d'électrophorèse 

> Ajouter un volume de tampon TBE IX dans la cuve préalablement remplie jusqu'à 

ce que le gel soit immergé (environ 1 mm au dessus). 

Ensemencement 

> Répartir dans des tubes eppendorfs 20 jil de chaque solution d'ADN 

> Ajouter 5 p.l de tampon de charge 

» Mélanger à l'aide d'une micropipette puis transférer les 25 p.l des mélanges dans 

les puits du gel. 

37 



Matériel & Méthodes 

Migration 

Brancher le générateur après avoir raccordé la cuve. Appliquer un voltage de 

90 volts pendant 4 heures. 

Révélation 

Colorer le gel en l'immergeant dans une solution de TBE IX contenant du BET à une 

- 	concentration de 0,5 p.g/ml pendant 30 à 45 minutes à température ambiante. 
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Résultais & Discussion 

1. Résultats 

1.1 Isolement et Identification 

Pendant la période d'étude de 18 mois (Novembre 2005 - Avril 2007), 

95 (38%) souches de Pseudomonas aeruginosa ont été isolées à partir de 250 

prélèvements: 129 au niveau du service de Neurochirurgie et 121 au niveau de celui de 

Traumatologie. L'identification par galerie API 20 NE a permis de mettre en évidence 

les principaux caractères biochimiques du genre Pseudomonas: réduction des nitrates 

en nitrites, attaque du glucose par voie oxydative, présence d'une arginine dihydrolase 

et utilisation du glucose comme seule source de carbone. L'assignation des souches à 

l'espèce aeruginosa a été réalisée grâce à la présence d'une gélatinase, à l'assimilation 

de l'acide adipique, une oxydase positive ainsi qu'à la possibilité de culture à une 

température de 42° C et à la production d'une odeur aromatique particulière. 

1.2 Sensibilité aux antibiotiques 

Les taux de résistance aux -lactamines au niveau du service de Neurochirurgie étaient 

les suivants : ticarcilline et ticarcilline + acide clavulanique (35,9%), pipéracilline et 

pipéracilline + tazobactam (18,9%), ceftazidime (11,3%), céfépime (13,2%), 

aztréonam (28,3%), imipénème (60,4%) (Figure 13). Le taux élevé de résistance à 

l'imipénème est dû à une résistance intermédiaire dans 43,4% des cas. La résistance 

totale (CMI >8 .tg/ml) a concerné seulement 17% des souches. 

39 



Résultais & Discussion 

Figure 13. Pourcentages de résistance (R+I) des souches de Pseudomonas aeruginosa 

aux fI-lactamines en Neurochirurgie 

Pour ce qui concerne les aminosides et la fluoroquinolone (Figure 14), le plus 

important taux a été observé pour la gentamicine (64,2%), suivi de celui de la 

tobramycine (20,8%), amikacine (17%) et ciprofloxacine (1,9%). 

Figure 14. Pourcentages de résistance (R+I) des souches de Pseudomonas aeruginosa 

aux aminosides + fluoroquinolone en Neurochirurgie 
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- 	Au niveau du service de Traumatologie, les taux de résistance aux antibiotiques 

(Figure 15 et 16) étaient : ticarcilline (23,8%), ticarcilline + acide clavulanique 

- (19%), pipéracilline (4,8%), pipéracilline + tazobactam (2,4%), ceftazidime (2,4%), 

céfépime (4,8%), aztréonam (21,4%), imipénème (35,7%), gentamicine (38%), 

tobramycine (9,5%), amikacine (4,8%). Aucune résistance n'a été observée pour la 

ciprofloxacine. 
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Figure 15. Pourcentages de résistance (R+1) des souches de Pseudomonas aeruginosa 

aux -lactamines en Traumatologie 
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Figure 16. Pourcentages de résistance (R+I) des souches de Pseudomonas aeruginosa 

aux aminosides + fluoroquinolone en Traumatologie 
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1.3 Phénotypes de résistance aux -1actamines 

L'utilisation d'antibiotiques comme marqueurs de détection phénotypique a permis de 

mettre en évidence les différents phénotypes de résistance rencontrés au niveau des 

deux services (Tableau 4, Annexe 8). Chaque phénotype de résistance étant défini 

comme l'expression donnée par le mécanisme de résistance à cette classe 

d'antibiotiques. 

Tableau 4. Intervalles de CMI (jig/ml) observés pour chacun des phénotypes 
de résistance aux f-lactamines 

TIC 

I6>64 

TZP 

I6>64 

CAZ 

4>32 

FEP 

4>32 

IPM 

4>8 
Phénotypes observés 

8-16 2-4 0,5-2 0,5-4 1-4 Sauvage 

8-16 2-4 0,5-2 0,5-4 8-16 Perte OprD 

32-128 4-16 2-4 2-8 1-4 Efflux 

64 32 32 16 1 Céphalosporinase (Case) 

>512 128 64 32 4 Céphalosporinase +Pénicillinase 

>512 16-32 1-2 2-4 2-4 Pénicillinase (Pase) 

>512 32 2 2 16 Pénicillinase + Perte OprD 

>512 64-256 16-64 16-32 32 Complexe 

La répartition des phénotypes de résistance acquise au niveau du service de 

Neurochirurgie a révélé la prédominance des mécanismes non enzymatiques (66%) 

avec 49% de perte OprD et 17% d'efflux. Le phénotype enzymatique (18,9%) était 

représenté par l'hyperproduction de céphalosporinase (Case) chromosomique 

(1,9%), la production de pénicillinase (Pase) acquise isolée et/ou associée au 

mécanisme perte OprD (7,6%) et un phénotype complexe chez 9,4% des souches 

(Figure 17). 
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Figure 17. Distribution des phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa 
aux -1actamines en Neurochirurgie 

Au niveau du service de Traumatologie, la résistance à la ticarcilline (23,8%) a été 

attribuée à un phénotype non enzymatique dans 19% des cas, à la présence d'une 

f-lactamase acquise (2,4%) et à une association céphalosporinase + pénicillinase dans 

2,4% des cas également. Parmi les souches sensibles à la ticarcilline (76,2%), 40,5% 

étaient représentées par le phénotype sauvage et le reste, 3 5,7% par le mécanisme 

perte OprD (Figure 18). 

35,7 % 

Figure 18. Distribution des phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa 
aux -1actamines en Traumatologie 
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La caractérisation phénotypique du mécanisme d'efflux a été réalisée par le test au 

phény1-argénine--naphtylamide (PAfN). L'augmentation des zones d'inhibition 

autour des disques d'antibiotiques testés en présence d'une concentration définie de 

cet inhibiteur a permis de confirmer ce phénotype (Figure 19). 

Figure 19. Résultat du Test au PAN 

La mise en évidence de la présence d'enzyme a été réalisée grâce au test iodométrique 

qui s'est révélé positif pour les souches présentant un phénotype céphalosporinase 

et/ou pénicillinase, éventuellement associé (Figure 20). 

Figure 20. Résultat du Test iodométrique 



Résultats & Discussion 

Pour ce qui concerne la P27, l'inhibition de la céphalosporinase a permis de mettre en 

évidence la présence d'une pénicillinase associée (Figure 22). 

Figure 22. Mise en évidence du phénotype pénicillinase + céphalosporinase 

Le caractère inductible de la céphalosporinase partiellement déréprimée exprimée par 

la P110 a été démontré par une image d'antagonisme entre l'imipénème et les 

céphalosporines à large spectre ainsi que par une diminution de l'activité de la 

ticarcilline par l'acide clavulanique. 

Tableau 6. Résultats de CMI (pug/ml) pour les souches de phénotype céphalosporinase 

TIC 

16>64 

TCC 

516>64 

PIP 

1664 

TAZ 

S16>64 

Clx 

4>32 

CAZ 

4>32 

FEP 

S4>32 

ATM 

4>32 

IPM 
4>8 

Mécanisme suspecté  

Case derepression totale 
P27 >512 256 256 128 >512 64 32 32 4 

+Pase 

Case derepression 
P110 64 256 32 32 512 32 16 32 1 

partielle 

Cinq (9,4%) souches de phénotype complexe ont été observées au niveau du service de 

Neurochirurgie. Elles ont présenté une résistance aux carboxypénicillines, 

uréidopénicillines, céphalosporines de troisième et quatrième génération, 

monobactame et carbapénème (Tableau 7). 
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Tableau 7. Résultats de CMI (Wml)  pour les souches de phénotype complexe 

TIC 

16>64 

TCC 

164 

PIP 

516>64 

TAZ 

516>64 

CTX 

4>32 

CAZ 

4>32 

FEP 

4>32 

ATM 

54>32 

IPM 

<4>8 
Mécanisme suspecté 

P238 >512 256 512 128 512 16 32 16 32 Case +Pase+OprD 

P239 >512 256 >512 64 256 16 16 16 32 Case +Pase+OprD 

P240 >512 256 >512 256 >512 64 32 32 32 Case +Pase + OprD 

P241 >512 256 >512 128 >512 16 16 16 32 Case +Pase + OprD 

P242 >512 512 >512 128 512 16 32 16 32 Case +Pase+OprD 

La caractérisation phénotypique de ces souches a été réalisée par les tests à la 

cloxacilline, synergie, Hodge et EDTA. Aucune BLSE ou carbapénémase n'a été 

détectée. La récupération de l'activité des C3G par la cloxacilline a permis de mettre 

en évidence la présence d'une AmpC associée à une pénicillinase. La résistance à 

l'irnipénème (CMI = 32) a été attribuée au mécanisme perte OprD. 

1.4 Résistances associées 

Pour ce qui concerne les aminosides, les isolats résistants au niveau des deux services 

étaient plus fréquents parmi les souches productrices de -lactamases acquises. La 

résistance à la gentamicine pour les mécanismes non enzymatiques a concerné surtout 

les souches qui ont présenté le phénotype OprD (85,4%), contrairement à celles qui 

surexprimaient les systèmes d'efflux où aucune résistance n'a été observée. (Tableau 

8). La seule souche présentant une résistance à la ciprofloxacine était de phénotype 

OprD. 

Tableau S. Résistances associées 

Phénotype 
Nombre total de 

souches isolées 

Nombre de souches résistantes 

GM 	TM 	AN 	CIP 

Sauvage 25 3 0 0 0 

OprD 41 35 3 0 1 

Efflux 17 0 0 0 0 

Case I O O O O 

Pase 4 4 4 4 0 

Case+Pase 1 1 1 1 0 

Pase+OprD 1 1 1 1 0 

Case + Pase + OprD 5 5 5 5 0 



Résultais & Discussion 

1.5 Transfert d'antibiorésistance 

Les conjugaisons ont été réalisées entre une souche de référence: PU21 résistante à la 

ciprofloxacine (PU21 CIP R) (Figure 23) et les souches présentant un phénotype 

pénicillinase isolé ou associé à un autre mécanisme et une résistance aux aminosides 

(Figure 24) 

Figure 23. PU21 CLP R 
	

Figure 24. Pénicillinase P108 

L'analyse des profils de résistance des transconjugants par la méthode de diffusion 

(Figure 25) et de dilution (Annexe 11) en milieu solide a permis de mettre en évidence 

la nature transférable du déterminant génétique codant pour la résistance aux 

carboxypénicil unes, uréidopénicillines et aminosides. 

Figure 25. Transconjugant 108 
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2. Discussion 

Dans notre étude, les souches de Pseudomonas aeruginosa ont été isolées avec 

une incidence de 41 et 34,7% au niveau des services de Neurochirurgie et de 

Traumatologie respectivement. Cependant, l'isolement de ces souches n'est pas une 

preuve de leur implication dans le processus infectieux en cours, car 

Pseudomonas aeruginosa n'est souvent qu'un simple colonisateur (Mesaros et al., 

2007). Ce germe étant répandu dans l'environnement hospitalier, son manuportage par 

les patients et le personnel soignant favorise sa dissémination (Carmeli et al., 1999). Il 

présente une remarquable capacité de colonisation des patients immunodéprimés 

particulièrement dans les services de soins intensifs (Bertrand et al., 2003). Différents 

facteurs de risque associés à l'acquisition de cette bactérie ont été identifiés, dont la 

durée du séjour et l'antibiothérapie (Blanc et al., 1998). 

Pseudomonas aeruginosa est un germe dont les résistances acquises sont 

fréquentes. Il s'agit de résistances parfois associées entre elles, transitoires et 

adaptatives, c'est-à-dire favorisées par la pression de sélection de l'antibiothérapie 

(Aubron et al., 2002). Les taux de résistance aux antibiotiques étudiés, plus importants 

en Neurochirurgie qu'en Traumatologie rapportés par cette étude sont certainement 

liés aux différentes pressions de sélection exercées conséquences des types de 

pathologie traités. 

Comparée aux données d'antibiosurveillance de l'Institut Pasteur d'Algérie, 

rapportées par Rahal en 2004 (Rahal et al., 2004), la résistance des souches étudiées 

aux différents antibiotiques est supérieure dans notre étude pour la ticarcilline, 

l'imipénème et la gentamicine avec des écarts de +12,6, +43,8 et +31,8% 

respectivement. La fréquence globale de résistance aux -lactamines, exprimée par la 

résistance à la ticarcilline, atteint 30,5%, soit 7,5% de moins que dans une étude 

multicentrique menée en France par Cavallo en 2004 (Cavallo et al., 2007), cependant, 

la résistance à l'imipénème reste plus importante dans notre étude avec une différence 

de 32,5%. Les taux de résistance à la pipéracilline et à la ceftazidime concordent avec 

ceux de l'étude de Rahal, mais inférieurs à ceux de Cavallo en 2004 (9,4 et 14,6%). 

Pour ce qui concerne le taux de résistance à la ciprofloxacine, il est en dessous des 

données algériennes et françaises avec des écarts de -2,6% et -31% respectivement. 
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Si ces différences ne peuvent être comparées statistiquement du fait de la 

variabilité entre les types d'hôpitaux et les services inclus dans ces enquêtes, les écarts 

sont cependant importants et sont vraisemblablement en relation avec la pression de 

sélection exercée par l'utilisation de ces antibiotiques. La surveillance 

épidémiologique de la résistance aux antibiotiques permet d'adapter l'antibiothérapie 

probabiliste, car les infections à Pseudomonas aeruginosa du fait de leur gravité, 

mettent en jeu le pronostic vital et vont nécessiter une antibiothérapie rapidement 

débutée de plus bactéricide (Hamze et al., 2004). 

La détection des phénotypes de résistance aux J3-lactamines des souches 

cliniques de Pseudomonas aeruginosa en routine, est particulièrement importante 

(Bert et al., 2003) car elle permet la suppression des fausses sensibilités aux 

antibiotiques qui en réalité, sous l'influence des mécanismes de résistance impliqués et 

interférant ne peuvent être valablement retenus pour actifs dans le cadre d'une 

antibiothérapie (Monteil, 2003). 

La grande majorité des bactéries classées dans le groupe «résistance non 

enzymatique », qui rassemble les souches ne produisant pas de f3-lactamases acquises 

et dont les taux de céphalosporinase sans induction est voisin de celui des souches 

sensibles, est représentée par une résistance isolée à l'imipénème (43,2%). Ce 

phénotype caractéristique de la modification de la porine D 2  spécifique de la 

perméabilité de Pseudomonas aeruginosa à cet antibiotique (Philippon, 1998) a aussi 

été retrouvé parmi les souches présentant un phénotype pénicillinase et/ou associé à 

une céphalosporinase. L'hyperproduction de l'AmpC associée à la fermeture de la 

porine D2  conduit à une augmentation des CMI de l'imipénème plus importante que la 

fermeture isolée de la porine D 2  (Cavallo et al., 2001). La prédominance de ce 

mécanisme de résistance au niveau des deux services est certainement liée à 

l'utilisation massive de l'imipénème. En effet, la prévalence des phénotypes de 

résistance observés au sein d'un service constitue le plus souvent un reflet fidèle des 

habitudes de prescription (Bertrand et al., 2003). 

La résistance à la ticarcilline par un mécanisme non enzymatique (17,9%), est 

probablement due à l'association d'une perméabilité diminuée et d'une 

hyperexpression de l'efflux, essentiellement système d'efflux MexAB-OprM, 
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constitutif chez cette bactérie (Masuda et al., 2000). Le phénotype des souches 

surexprimant ce système d'efflux est caractéristique : la ticarcilline et l'aztréonam sont 

presque toujours classés intermédiaires, tandis que les uréidopénicillines moins 

touchés, restent le plus souvent classés sensibles ainsi que la ceftazidime. 

L'imipénème n'est pas affecté par ce mécanisme de résistance (Péchère et Kohier., 

1999; Plésiat et al., 1998). L'inhibition de l'efflux MexAB-OprM chez 

Pseudomonas aeruginosa par le phényl-arginine-f-naphty1amide (PAf3N) augmente 

l'activité des différentes E3-lactamines (Lomovskaya et al., 2001). Cependant, cette 

récupération d'activité ne peut être observée que chez les souches qui n'expriment pas 

un haut niveau de 3-lactamases (Masuda et al., 1999). 

La résistance aux céphalosporines de troisième et quatrième génération chez 

Pseudomonas aeruginosa est associée dans la plupart des cas à l'hyperproduction de la 

céphalosporinase naturelle (Nordmann et Guibert., 1998). La dérépression de cette 

P-lactamase AmpC affecte 7,4% des souches isolées, dont 6,3% présentent un 

phénotype pénicillinase associé. Le céfépime et l'aztréonam résistent mieux que la 

ceftazidime à l'hyperproduction de la céphalosporinase alors que la ceftazidime reste 

la plus active sur les souches exprimant un mécanisme non enzymatique ou une 

pénicillinase. L'expression phénotypique de ces différentes 3-lactamases est dans la 

majorité des cas une base de départ rapide de leur identification futur. Cependant, la 

combinaison de plusieurs mécanismes de résistance rend plus complexe 

l'individualisation pratique d'un phénotype (Philippon et Arlet., 2006). 

La fréquence des résistances associées aux aminosides parmi les souches 

productrices de E3-lactamases acquises et parmi les souches hyperproductrices de 

céphalosporinases AmpC peut résulter soit de l'accumulation de mécanismes de 

résistance indépendants, soit de la diffusion de matériel génétique (plasmides, 

transposons) codant plusieurs caractères de résistance (3-lactarnines, aminosides ....) 

(Cavallo et al., 2001). 

L'acquisition de la résistance aux carboxypénicillines, uréidopénicillines et 

aminosides par la souche PU21 CIP R après conjugaison, conforte l'hypothèse de 

dissémination de matériel génétique codant pour le phénotype pénicillinase et 

résistance aux aminosides. L'absence de plasmides au niveau des souches donatrices 
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(à l'exception de la P108) et de leur transconjugant laisse suggérer que cette résistance 

est portée par des transposons. Ces éléments génétiques présents sous forme intégrée 

au chromosome sont capables de s'exciser pour former une molécule circulaire non-

réplicative qui peut alors être transférée par conjugaison à la cellule hôte (Schwarz et 

al., 1991). Le transposon ainsi transféré est ensuite inséré dans le chromosome de la 

cellule hôte (Doublet, 2004). 
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Conclusion 

La diversité des mécanismes de résistance mis en oeuvre par 

Pseudomonas aeruginosa est un réel sujet de préoccupation. 

L'étude de l'antibiorésistance de cette bactérie au niveau des services de 

Neurochirurgie et de Traumatologie du C.H.0 de Tlemcen a permis d'apprécier 

l'efficacité des antibiotiques utilisés. La prédominance du phénotype perte OprD a été 

attribuée à l'utilisation importante de l'imipénème. L'hyperproduction de la 

céphalosporinase chromosomique et la production d'une pénicillinase acquise 

associées ou non, étaient les mécanismes de résistance aux bétalactamines qui posaient 

le plus de problèmes thérapeutiques. Ces résistances enzymatiques étaient le plus 

souvent de haut niveau et des résistances croisées aux aminosides étaient par ailleurs 

fréquemment associées. 

L'absence de nouveaux mécanismes de résistance (bétalactamases à spectre 

élargi, carbapénémases) au niveau des souches étudiées incitent à une vigilance 

particulière pour dépister l'apparition de tels phénotypes. 

Les taux de résistance atteints vis-à-vis de certaines molécules et l'émergence 

des souches multirésistantes doivent amener les cliniciens à une utilisation judicieuse 

des antibiotiques sur la base de méthodes simples de détection des mécanismes de 

résistance et au renforcement des mesures d'hygiènes susceptibles d'éviter leur 

dissémination. 
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Annexes 

Annexe 1. Tableau de lecture des résultats de la Galerie API 20NE 

RESU LTATS 
TESTS SUBSTRATS REACTIONS I ENZYMES 

NEGATIF POSITIF 

• 
réduction des Nitrates en 

NIT1 + NIT2 I 5 min 

incolore rose-rouge 
nitrites 

NO3 potassium nitrate 

réduction des Nitrates en 
Zn / 5mn 

azote 
rose 	incolore 

James / immédiat 

TRP L-tryptophane formation d'indole 
Incolore /vert 
pale/jaune 

rose 

GLU D-glucose fermentation beu à vert jaune 

ADH L-agrinine Agrinine dihydrolase jaune 
orange / rose I 

rouge 

Orange / rose 
 

/ 
URE urée uréase jaune 

rouge 

esculine Hydrolyse gris I marron / 
ESC citrate de fer ( Ç3-glucosidase  ) 

jaune 
noir 

gélatine 
GEL 

 

Hydrolyse 
pasde 

diffusion du 
diffusion du 

(origine bovine) (protease) 
pigment 

pigment noir 

PNPG 4-nitrophénil43D-galactopyranoside 3-galactosidase Incolore Jaune 

GLU D-glucose assimilation transparence trouble 

ARA L-arabinose assimilation transparence trouble 

MNE D-mannose assimilation transparence trouble 

MAN D-mannitol assimilation transparence trouble 

NAG N-acétyl-glucosamine assimilation transparence trouble 

MAL D-maltose assimilation transparence trouble 

GNT potassium gluconate assimilation transparence trouble 

CAP acide caprique assimilation transparence trouble 

ADI acide adipique assimilation transparence trouble 

MLT acide malique assimilation transparence trouble 

CIT trisodium citrate assimilation transparence trouble 

PAC acide phénylacétique 	
j 

assimilation transparence trouble 
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Annexe 2. Tableau d'identification du catalogue analytique API 20NE 

j It1II 
96 

I, rL zi-J ~ f7 
100 

MM 

MM 

80 
80 
94 
88 

E3» 

MMMM 

MIMMIffl 

92 U 99 MM 
99 
100 
99 

97 

W, 	84 
III 	8 5 •• 'j? 	98 	li 

(fl 	Dg M j 	fl • 	99 
99100 	1110 	109 	I 	100 
97 	99 	1(11) 	99 	99 

:r'fl,4II 	 94 98 •' 	75 87 	8/ 	39o5 	luO 
100 	75  99 96 	n 47 	99 	93 	100 	q I 	J I 

.
M

Mlt)omm 98 100 I bd » 99 100 	ion 	I 1011 	100 	49 	100 	99 	94 	1011 

99 :: 	 loti 

89 	99 	 bi 	100 

I 
96 76 99 
75 . 	 87 98 
78 100 98 99 	99 99 88 	76 85 - ____ 94 94  MM 

10 	99 99 100 	84 99 tU 	99 99  MM 
/5MM 76 99 

51, 't•UUU 99 00 	99 	 : 99 
96 05 UUU 95 U'.0 98 100 

1 	Iru. 97 go J) 	83 7 9 
99 99 87 84 95 U 'IiI 	IJ9 • 

94 	80 	100 	99 	87 
.7 o ,  91 	 91 lii  MM 

'19 	 95 

rTlr,r-.iW!.!ii. 97 100 ffl» 97 J 
89 'II 718 8997 98 99 	80 78 99944195 04 fl 99 'J.'  

lof) 
100 99 .• 114 96 94.'I'1'J II Q 

100 Il, 9'C, 86 99 91 100 99 99 99 100 100 93 	I 	04 61 M 100 
98 ', 99 M 99 100 	100 100 100 99 99 90 U 	ion MM on 
03 111. 'Il. 	'199493 

7' 	 100 'II 	97 

100 

'sU 
78 II 13 1 	11111 - , 100 
81 UEUU 99 100 01 	94 	49 98 	'J(i 100 

99 
99 	100 109 	100 95 

76 MMM 94 	85 91 	8 0 100 96 
89 89 86 	99 90 Ma 98 

07 M 100 100U 100 U;TU 97 M 100 75 M 100 97 

9 9  
99 

JU 	'I) 'UU 
83 

IMMMM 
99 	95 

M 99 
93 86 M 60 76 99 

94 UUUUUUUUUUU 1cr 
90 99 9" 

80 MMM 84 MMM 82 75 i2iU 75 76 99 

Ici 	MMfflZ:~MMM 99 UUUUUUUUU 95 	95 OC. 
rfJJ 95 UUUUUUUUUUUm 'oc 

95 100 M 99 99 91 99 U 99 99 UUUUU O'J 
__________ 100 I 11,9 	00 U 9  U 100 1013 UUUUU vg 

ioo 
MM 1081 	95 

85 
7. 91 40 

UUUUUUUUUUU 
99 

UUUUUUUU 
97 95 MM 

98 
77 
85 

100 M 97 M 100 
99 MMIMMMM  

. 	; UUUUUUUUUU 86 
• I 85 MM 83 UUUUUUUUUUU 84 

wn 	 î"  UUUUUUUUEIUU 87 
" M 949999 lot 

119 	'lI 98 	981 116 	94 77 	98 	99 	77 M 94 MM 99 
III 	31 93 01 s 	7G I - 	 76 UU jj 99 

99 	lOtI 9) 99 91 	88 711 75 	97 	98 99 	97 U lot 
109 	1110 - J UUi.Z Il lO( 

» . :..:  lof) I 
•; 	.3 

",'l'l'I1I!I99 

. 	'Jht 	90 
9 

'39 	I.I 100 0'. 97 . 	1 99 MM 99 

.
10095 95MMIg5wg 99 95 	91 10( 

67 



Annexes 

Annexe 3. Valeurs critiques des antibiotiques utilisés pour 

Pseudomonas aeruginosa (CA SFM, 2006) 

Antibiotiques Sigle 

Charge 

du 

disque 

Concentrations 

critiques (mg!!) 

Diamètres 

critiques (mm) 

S R S R 

Ticarcilline TIC 75 516 >64 222 <18 

Béta-lactamines 

Ticarcilline + acide 

clavulanique 
TCC 75/10 16/2 >64/2 222 <18 

Pipéracilline PIP 75 S16 >64 218 <12 

Pipéracilline + 

Tazobactam 
TZP 75/10 16/4 >64/4 219 <14 

Cloxacilline OX 5 2 2 20 20 

Imipénème IPM 10 4 >8 222 <17 

Aztréonam ATM 30 4 >32 223 <17 

Céfotaxirne CTX 30 4 >32 221 <15 

Ceftazidime CAZ 30 4 >32 221 <15 

Céfopérazone CFP 30 4 >32 221 <14 

Cefsulodine CFS 30 8 >32 222 <14 

Céfépime FEP 30 4 >32 221 <15 

Cefpirome CPO 30 4 >32 221 <15 

Moxalactam MOX 30 4 >32 223 <17 

Tobrmycine TM 10 4 >8 216 <14 

Aminosides Amikacine AN 30 <8 >16 217 <15 

Gentamicine GM 15 :54 >8 216 <14 

Fluoroquinolone Ciprofloxacine CIP 5 1 >2 222 <19 
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Annexe 4. Préparation des solutions d'antibiotiques (Courvalin et al., 1991) 

Solution initiale 

(mg/MI) 

Solution mère 

(ml) 

Eau distillée 

(ml) 

Concentration 

obtenue (pg/ml) 

Concentration finale 

dans le milieu (pg/ml) 

5120 2 2 2560 256 

5120 1 3 1280 128 

5120 0,5 2,3 640 64 

5120 0,5 7,5 320 32 

320 2 2 160 16 

320 1 3 80 8 

320 0,5 3,5 40 4 

320 0,5 7,5 20 2 

20 2 2 10 1 

20 1 3 5 0,5 

20 0,5 3,5 2,5 0,25 

Me 



Annexes 

Annexe 5. Solution et tampon pour le test iodométrique (Courvalin et al., 1985) 

Solution et tampon Composition 

Solution iodo-iodurée Iode 	 1 g 

Iodure de sodin 	 27 g 

Eau 	 50 ml 

Tampon phosphate 0.5 M pH 7 Solution A (KI-1 2PO4 	68,08 g!!) 	 39 ml 

Solution B (Na 2HPO4 , 2H20 	89,70 gJl) 	 61 ml 
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Annexes 

iction de l'ADN plasmidique 
81) 

Composition 

3% 

Tris (Sigma) 
	

50 mM pH 12,6 

Tampon TE 
	 Tris 

	
50 m 

EDTA (Sigma) 
	

10 mm 

Vu 



Annexes 

Annexe 7. Solution et tampon pour l'électrophorèse de l'ADN plasmidique 
(Sambrook et Russel., 2001) 

Solution et tampon Composition 

Tampon TBE 5X Tris base 	 54 g 

Acide borique 	 27,5 g 

EDTAO,5M 	 2m1 

Eau distillée 	 qsp 1 litre 

Tampon de charge Glycérol 	 3 ml 

Bleu de bromophénol 	 75 mg 

Eau distillée 	 7 ml 
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Annexes 

Annexe 8. Résultats d'antibiogramme 

8.1 Phénotypes de résistance non enzymatiques aux f-1actamines 

ATCC 27853 

Perte OprD 	 Efflux MexAB-OprM 
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8.2 Phénotypes de résistance enzymatiques aux fE-1actamines 

74 



Annexes 

Annexe 9. Résultats de CMI (pg/ml) obtenus pour les souches de Neurochirurgie 

9.1 Bétalactamines 

-- 
- - TIC 

16>64 

TCC 

<16>64 

PIP 

<16>64 

TAZ 

16>64 

CTX 

<4>32 

CAZ 

<4>32 

FEP 

<4>32 

ATM 

4>32 

IPM 

54>8 

Phenotype de 

résistance 

A27853 16 16 2 2 8 1 2 4 4 Sauvage 

P1 16 16 4 4 8 1 1 4 4 Sauvage 

P2 8 8 2 2 4 1 1 2 4 Sauvage 

P3 16 16 4 4 16 1 2 4 8 Perte OprD 

16 16 2 2 8 1 1 2 8 Perte OprD 

8 8 2 2 8 1 1 4 8 Perte OprD 

P6 16 16 8 8 8 0,5 2 2 4 Sauvage 

8 8 2 2 4 1 1 4 8 Perte OprD 

P18 8 8 1 2 8 1 1 2 8 Perte OprD 

P19 16 16 2 2 16 1 I 2 8 Perte OprD 

P20 8 8 1 2 4 0,5 1 2 8 Perte OprD 

P21 128 128 8 8 64 4 4 16 4 Efflux 

P22 32 32 4 4 16 2 2 8 4 Efflux 

P24 64 32 4 4 16 2 2 8 4 Efflux 

P29 16 8 2 2 8 0,5 1 2 8 Perte OprD 

P30 16 8 2 2 8 0,5 0,5 2 8 Perte OprD 

P31 16 8 2 2 8 0,5 0,5 2 8 Perte Opri) 

16 8 4 2 8 0,5 0,5 2 8 Perte OprD 

P48 32 32 4 4 16 2 2 8 2 EfIlux 

149 32 32 4 4 16 2 2 8 2 Efflux 

P52 32 32 4 4 16 2 2 8 2 Efflux 

P68 64 64 16 16 64 4 8 32 4 Efflux 

P72 >512 128 64 32 8 1 4 4 4 Pase 

P78 128 128 16 16 64 4 4 16 4 Efflux 

32 32 8 4 16 2 2 8 4 Efflux 

P80 8 8 2 2 4 1 1 1 8 Perte OprD 

P84 8 8 2 2 4 1 1 1 8 Perte OprD 

P88 >512 128 64 32 8 1 4 4 4 Pase 

P89 8 8 2 2 8 0,5 0,5 2 8 Perte OprD 

P92 8 8 2 2 4 I 1 2 8 Perte OprD 

P96 8 8 2 2 4 0,5 1 2 8 Perte OprD 

P104 8 8 2 2 4 0,5 1 2 8 Perte OprD 



unexes 

TIC 

16>64 

TCC 

<16>64 

PIP 

<16>64 

TAZ 

<16>64 

CTX 

<4>32 

CAZ 

<4>32 

FEP 

<4>32 

ATM 

<4>32 

IPM 

4>8 

Phenotype de 

résistance 

P105 8 8 2 2 4 1 1 2 16 Perte OprD 

P108 >512 256 128 32 16 1 4 4 2 Pase 

P110 64 256 32 32 512 32 16 32 1 Case 

P116 8 8 j 	2 2 8 0,5 1 2 8 Perte OprD 

P120 16 16 2 2 8 1 2 4 2 Sauvage 

P122 8 8 2 2 4 0,5 1 2 8 Perte OprD 

P123 16 16 4 4 16 2 2 4 16 Perte OprD 

P128 8 8 2 2 8 0,5 1 2 4 Sauvage 

P129 8 8 2 2 4 0,5 1 2 8 Perte OprD 

P135 8 8 2 2 16 1 1 4 8 Perte OprD 

P136 16 16 2 2 16 1 1 4 8 Perte OprD 

P140 8 8 2 2 8 I I 4 8 Perte OprD 

P143 16 16 4 4 16 2 4 4 16 Perte OprD 

P158 >512 128 128 32 16 2 2 4 16 Pasc+ Perte OprD 

P175 16 16 4 4 16 2 2 4 2 Sauvage 

P214 16 16 4 4 16 1 1 2 2 Sauvage 

P232 16 16 2 2 8 1 0,5 2 4 Sauvage 

P238 >512 256 512 128 512 16 32 16 32 Case + l'ase + Perte  OprD 

P239 >512 256 >512 64 256 16 16 16 32 Case + Pase + Perte 
 

OprD 

P240 >512 256 >512 256 >512 64 32 32 32 Case + Pase + Perte  OprD 

P241 >512 256 >512 128 >512 16 16 16 32 Case + Pase + Perte  
OprD 

P242 >512 512 >512 128 512 16 32 16 32 
Case + Pase + Perte 

 OprD 
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Annexes 

9.2 Aminosides et Fluoroquinolone 

Phénotype de 

résistance aux 

f3-lactamines 

Aminosides Fluoroquinolone 

GEN 

4>8 

TOB 

<4>8 

AMI 

<8>16 

CIP 

1>2 

A27853 Sauvage 1 0,5 2 0,25 

PI Sauvage 2 1 2 0,5 

P2 Sauvage 0,5 1 0,5 0,5 

Perte OprD 256 4 2 0,25 

Perte OprD 256 4 I 0,25 

Perte OprD 256 4 1 0,25 

P6 Sauvage 2 1 2 0,25 

Perte OprD 128 4 1 0,25 

P18 Perte OprD >512 256 2 0,25 

P19 Perte OprD 256 4 2 0,25 

P20 Perte OprI) 128 4 2 0,25 

P21 Efflux 1 0,5 1 0,5 

P22 Efflux 2 I 2 0,25 

P24 Efflux 2 1 2 0,25 

P29 Perte OprD 512 128 1 0,25 

P30 Perte OprD 256 4 1 0,25 

P31 Perte OprD 128 4 2 0,25 

Perte OprD 256 4 1 0,25 

P48 Eftlux 1 1 2 0,25 

Efflux 0,5 0,5 2 0,25 

P52 Efflux 1 1 2 0,25 

P68 EfIlux 2 0,5 4 0,5 

P72 Pase >512 8 64 0,25 

P78 Efflux 2 0,5 2 0,5 

Efflux 2 0,5 2 0,25 

P80 Perte OprD 512 4 2 025 

1-184 Perte OprD 128 4 1 0,25 

P88 Pase >512 8 64 0,25 

P89 Perte OprD 256 4 2 0,25 

P92 Perte OprD 256 1 1 1 

P96 Perte OprD 256 2 1 0,25 

P104 Perte OprD 256 2 1 0,25 

P105 Perte OprD 1 0,25 1 2 
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Phénotype de 

résistance aux 

-Iactamines 

Aminosides Fluoroquinolone 

G— EN 

4>8 

TOB 

4>8 

AMI 

<8>16 

CIP 

I>2 

P108 Pase >512 8 64 0,25 
P110 Case 2 1 4 0,25 

P116 PerteøprD 256 4 2 0,25 

P120 Sauvage 256 4 1 0,25 

P122 Perte OprO 256 4 1 0,25 

P123 Perte OprD 1 0,5 2 0,25 

P128 Sauvage 256 4 2 0,25 

P129 Perte OprD 256 j 	4 2 0,25 

P135 Perte OprD 256 4 2 0,25 

P136 Perte OprI) 256 4 2 0,25 

P140 Perte OprD 256 4 2 0,25 

1'143 Perte OprD 2 0,5 4 0,25 

P158 Pase +Perte 
>512 

OprD  
16 128 0,25 

P175 Sauvage 2 0,5 4 0,25 

P214 Sauvage 2 I 4 0,25 

P232 Sauvage 1 0,5 1 0,5 

P238 Case + Pase 
+ 128 

Perte_OprD  
8 32 0,5 

P239 Case +Pase+ 
>512 

Perte_Opri)  
16 128 0,25 

P240 Case+ Pase+ >512 
Perte_OprI)  

8 128 0,5 

P241 Case +Pase+ >512 
Perte_OprD  

16 128 0,5 

P242 Case +Pase+ 
Perte OprD 

>512 16 32 0,5 
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Annexe 10. Résultats de CMI (pglml) obtenus pour les souches de Traumatologie 

10.1 Bétalactamines 

TIC 

<16>64 

TCC 

<16>64 

PIP 

<16>64 

TAZ 

<16>64 

CTX 

<4>32 

CAZ 

4>32 

FEP 

4>32 

ATM 

4>32 

IPM 

<4>8 

Phenotype de 

résistance 

A27853 16 16 2 2 8 1 2 4 4 Sauvage 

P27 >512 256 256 128 >512 64 32 32 4 Case +Pase 
P28 64 16 4 4 16 2 2 8 4 Efflux 

32 16 4 4 16 2 2 8 4 Efflux 
P38 16 8 2 2 4 0,5 0,5 2 16 Perte OprD 

P39 16 8 2 2 8 1 1 2 8 Perte OprD 

P42 16 16 4 4 16 2 1 4 4 Sauvage 

128 128 8 8 64 2 8 16 4 Efflux 

8 8 4 4 8 1 1 4 8 Perte OprD 

P56 8 8 4 2 4 1 1 2 8 Perte OprD 

8 8 2 4 16 1 4 4 2 Sauvage 

P67 8 8 4 4 8 1 1 4 16 Perte OprD 

P69 8 8 4 2 8 I 1 2 8 Perte OprD 

P70 8 8 4 2 8 1 1 4 16 Perte OprD 

1171 8 8 4 2 8 1 1 4 16 Perte OprD 

P82 16 16 2 2 8 1 1 1 16 Perte OprD 

P85 32 32 8 8 32 4 4 8 1 Efflux 

P86 32 32 4 4 16 2 2 8 4 Efflux 

8 8 2 2 4 0,5 1 2 8 Perte OprD 

P98 8 8 2 2 8 1 1 2 2 Sauvage 

P100 8 8 2 2 4 0,5 1 2 8 Perte OprD 

P101 8 8 2 2 4 0,5 1 2 2 Sauvage 

P102 16 16 4 4 16 2 2 4 4 Sauvage 

P106 8 8 2 2 8 1 1 2 1 Sauvage 

P107 16 16 2 2 8 1 2 4 2 Sauvage 

P111 8 8 2 2 8 0,5 I 2 8 Perte OprD 

P115 8 8 2 2 8 0,5 1 2 8 Perte OprD 

P121 32 32 8 8 32 4 4 8 2 Efflux 

11,124 32 32 16 16 64 4 4 8 2 Efflux 

P127 16 16 2 2 8 1 1 4 8 Perte OprD 

P146 16 16 4 4 16 2 4 4 I Sauvage 

P147 16 16 4 4 16 2 4 4 2 Sauvage 
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TIC 

16>64 

TCC 

<16>64 

HP 

16>64 

TAZ 

16>64 

CTX 

<4>32 

CAZ 

4>32 

FEP 

4>32 

ATM 

4>32 

IPM 

<4>8 

Phenotype de 

résistance 

P148 >512 64 128 16 16 2 2 4 2 Pase 

P152 16 16 4 4 16 1 4 4 2 Sauvage 

P153 16 16 4 4 8 1 2 4 8 Perte OprD 

P163 16 16 4 4 16 2 4 4 2 Sauvage 

11164 16 16 4 4 16 1 4 4 2 Sauvage 

P165 64 64 4 4 32 2 4 16 2 Efflux 

P170 16 16 4 4 16 2 4 4 2 Sauvage 

P213 16 16 4 4 8 2 0,5 2 4 Sauvage 

P226 8 8 2 2 8 1 1 1 2 Sauvage 

P227 16 16 4 4 16 1 2 2 4 Sauvage 

P231 16 16 4 4 16 I 1 2 2 Sauvage 
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Annexes 

10.2 Aminosides et Fluoroquinolone 

Phénotype de 

résistance aux 

D-Iactarnines 

Aminosides Fluoroquinolone 

GEN 

4>8 

TOB 

4>8 

AMI 

8>16 

CIP 

<1>2 

A27853 j Sauvage 1 0,5 2 0,25 

P27 Case + Pase 64 8 32 0,25 

P28 Efflux 1 0,5 2 0,25 

Efflux 1 0,5 2 0,25 

P38 Perte OprD 128 4 1 0,25 

Perte OprD 1 0,5 2 0,25 

P42 Sauvage 0,5 0,5 1 0,25 

Efflux 1 1 8 0,5 

Perte OprD 256 4 2 0,25 

P56 Perte OprD 128 4 1 0,25 

Sauvage 2 1 4 0,25 

P67 Perte OprD 512 8 1 0,25 

P69 Perte OprD 128 2 2 0,25 

P70 Perte OprD 256 4 2 0,25 

P71 Perte OprD 256 4 1 0,25 

P82 Perte OprD 256 4 1 0,25 

P85 Efflux 2 1 4 0,25 

P86 Efflux 1 0,5 2 0,25 

Perte OprD 128 2 1 0,25 

P98 Sauvage 128 2 1 0,25 

P100 Perte OprD 128 2 1 0,25 

P101 Sauvage 128 2 1 0,25 

P102 Sauvage 1 0,5 2 0,25 

P106 Sauvage 2 0,5 4 0,25 

P107 Sauvage 1 0,5 2 0,25 

P111 Perte OprI) 1 0,5 1 0,25 

P115 Perte OprD 1 0,5 2 0,25 

P121 Efflux 2 1 4 0,25 

P124 Efflux 2 2 4 0,25 

P127 Perte OprI) >512 16 2 0,25 

P146 Sauvage 2 0,5 4 0,25 

P147 Sauvage 1 0,5 2 0,25 
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Phénotype de 

résistance aux 

p-Iactamines 

Aminosides Fluoroquinolone 

GEN 

4>8 

TOB 

<4>8 

AMI 

8>16 

CIP 

<1>2 

P148 Pase >512 8 64 0,25 

P152 Sauvage 2 1 4 0,25 

P153 Perte OprD 256 4 2 0,25 

P163 Sauvage 2 1 4 0,25 

P164 Sauvage 2 1 4 0,25 

P165 Efflux 2 0,5 2 0,5 

P170 Sauvage 2 0,5 2 0,25 

111213 Sauvage 2 1 4 0,25 

P226 Sauvage 1 0,5 2 0,25 

P227 Sauvage 1 0,5 2 0,5 

P231 Sauvage 2 2 1 0,5 
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Annexe 11. Résultats de CMI (itg/ml) obtenus pour les Transconjugants 

TIC 
16>64 

TCC 
16>64 

PIP 
516>64 

TAZ 

16>64 

CTX 

4>32 

CAZ 

-<4>32 

FEP 

4>32 

ATM 

:54>32 

IPM 

4>8 

GEN 

54>8 

TOB 

4>8 

AMI 

8>16 

CIP 

1>2 

CIPR 32 32 16 16 16 2 8 8 2 2 I 2 ••• 

27 >512 256 256 128 >512 64 32 32 4 64 8 32 

T27 >512 128 128 32 16 2 8 8 2 512 8 64 

72 >512 128 64 32 8 1 4 4 i >512 8 64 

T72 >512 128 64 32 16 2 8 8 2 256 8 64 2 

88 >512 128 64 32 8 1 4 4 4 >512 8 64 0.25i 

T88 >512 128 64 32 16 2 8 8 2 256 8 64 

108 >512 256 128 32 16 1 4 4 Y >512 8 64 

T108 >512 128 128 32 16 2 8 8 2 512 8 64 

148 >512 64 128 16 16 2 2 4 2 >512 8 64 

T148 >512 64 128 16 16 2 8 8 2 512 8 64 F 

158 >512 128 128 32 16 2 2 4 16 >512 16 128 

T158 >512 128 128 32 16 2 8 8 2 512 8 64 i 
239 >512 256 >512 64 256 16 16 16 32 >512 16 128 i 

T239 >512 128 128 32 16 2 8 8 T2 512 8 64 F 

83 



jLil tT 	 4j4il 	Pseudonionas aeruginosa 

Lia.3l Zijàii *.à .i .in vitro Ait.*.i1 	1ii4 

j 	 duà j àài 250 	k4e 95 J JJS 	j)j: 1  &9 j 

	

'-PJ 	Lj 	1a 

Al L4jil »ji j Pseudoinonas aeruginosa».i 

j 	jL& caL» ju 1 	 ii MI 

.jjft1l à 	jt j,.?t9 	ùJA4 	eJA 

Pseudomonas aerugiuosa : ULa L41S 

.jj).il LA 	3l4kjis.3T - 4jAll 

RESUME 

Pseudoi.'wnas acruginosa est un pathogène opportuniste qui cumule de nombreux mécanismes de 

résistance aux antibiotiques, imposant une analyse régulière de leur activité in vitro. Dans cette étude, la 

sensibilité à neuf -lac1amines, trois aminosides et une fluoroquinolonc a été évaluée pour 95 souches 

isolées à partir de 250 prélèvements au niveau des services de Neurochirurgie et de Traumatologie du 

C.H.U. de Tlemcen. L'analyse des phénotypes (le résistance aux -lactamines a permis d'apprécier leur 

efficacité en fonction des différents modes d'expression de la résistance de Pseudoinonas aeruginosa et de 

mettre cmi évidence les résistances associées aux autres familles d'antibiotiques testées. Les souches 

présentant un phénotype de résistance lié probablement à l'acquisition de gènes extérieurs ont fait l'objet 

d'un test de conjugaison suivi d'une visualisation du contenu plasmidique par électrophorèse sur gel 

d'agarose. 

MOTS CLES: 	 - 

I'seudo,nonas aeraginosa - résistance aux antibiotiques - phénotypes de résistance aux -lactamines - conjugaison - 

électrophorèse sur gel d'agarose. 

SUMMARY 

Pseudoinoizas aeruginosa is an opportunistic pathogen which holds a plurality of resistance 

mechanisus to antibiolics enforcing n regular analysis oftheir activity in vitro. In this study, susccptibility 

to fine -lactamns, threc aminosides and one fluoroquinoloime lias been valued for 95 strains from 250 

samnples in Neurosurgery and Trauniatology units of Tlemcen C.H.U. The analysis of resistance 

phenotypes to -lactam lias allowed to estimate their efficacy according to différent modes of expression of 

Pseudoinonas aeruginosa resistance and to display associated resistance to the other tested antibiotics 

families. The strains which present a resistance phenotype probably bound to the acquisition of external 

genes were subject of n conjugation test followed by a visualization of plasmidic content by agarose gel 

electrophoresis. 

KEY WORDS: 

Pseudoinoizas aeruginosa - antibiotics resistance - resistance phenotypes to D-lactam - conjugation - agarose gel 

electrophoresis. 


