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Résumé

Notre travail porte sur 1’étude de la résistance aux antibiotiques de souches bactériennes
(Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa). Cette étude qui a eu lieu au laboratoire
de recherche de l'université Abbes Laghrour de Khenchela dans le cadre d’obtenir un
dipléme de Master en biochimie appliquée. La présente étude nous a permis d’étudier la
capacité des souches bactérienne (Staphylococcus aureus & Gram positif et Pseudomonas
aeruginosa a Gram négatif) a résister a certains antibiotiques avec un total de 4 antibiotiques
de deux types différents (beta lactamine et macrolide). Les resultats obtenus ont montré que
S. aureus présente une grande sensibilité a 1’oxacilline et a la spiramycine, alors qu’elle a
montré une résistance a I’aztreonam et a I’amoxicilline, indiquant que ces médicaments ne
sont pas efficaces pour traiter les infections causées par cette souche de bactérie. En ce qui
concerne P. aeruginosa, les résultats ont révélé une résistance a tous les antibiotiques testes,
y compris les béta-lactamines (oxacilline, aztreonam, amoxicilline) et macrolide
(spiramycine). Cette résistance généralisée souligne la difficulté de traiter les infections
causées par P. aeruginosa, car les antibiotiques couramment utilisés ne sont pas efficaces.
D’apres les résultats de 1’évaluation de 1’antibiorésistance obtenus, P. aeruginosa est une
souche multirésistante aux quatre antibiotiques utilisés contrairement a la souche bactérienne
S. aureus qui est moins résistants aux antibiotiques étudiés. Le suivi de la résistance des
bactéries aux antibiotiques est tres important pour prévenir la dissémination des souches

résistantes en milieu hospitalier.

Mots clés : Antibiotiques, La résistance bactérienne, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus. Antibiogramme, beta lactamine, macrolide




Abstract:

Our work focuses on the study of antibiotic resistance of bacterial strains (Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa). This study took place at the research laboratory of the
ABBES Laghrour University of Khenchela as part of obtaining a master’s degree in applied
Biochemistry. This study allowed us to study the ability of bacterial strains (Gram-positive
Staphylococcus aureus and Gram-negative Pseudomonas aeruginosa) to resist certain
antibiotics with a total of 4 antibiotics of two different types (betalactam and macrolide).
The results obtained showed that S. aureus has a high sensitivity to oxacillin and spiramycin,
while it showed resistance to aztreonam and amoxicillin, indicating that these drugs are not
effective in treating the infections caused by this strain of bacteria. For P. aeruginosa, results
revealed resistance to all antibiotics tested, including beta-lactams (oxacillin, aztreonam,
amoxicillin) and macrolide (spiramycin). This widespread resistance highlights the difficulty
of treating infections caused by P. aeruginosa, as commonly used antibiotics are not
effective. According to the results of the evaluation of antibiotic resistance obtained, P.
aeruginosa is a multi-resistant strain to the four antibiotics used, unlike the bacterial strain
S. aureus which is less resistant to the antibiotics studied. Monitoring the resistance of

bacteria to antibiotics is very important to prevent the spread of resistant strains in hospitals.

Keywords: Antibiotics, Bacterial resistance, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus. Antibiogram, beta lactamine, macrolide
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Introduction Générale
La résistance bactérienne aux antibiotiques est devenue un probléme de santé publique
de plus en plus préoccupant ces derniéres années. (World Health Organization 2019).

Les bactéries peuvent développer une résistance aux antibiotiques en raison de
I'utilisation fréquente et inappropriée d'antibiotiques, ce qui rend les infections plus difficiles a

traiter. (Centers for Disease Control and Prevention 2013).

Elle peut entrainer des codts financiers importants pour les systémes de santé, ainsi qu'une
augmentation de la morbidité et de la mortalité associées aux infections bactériennes.
(Spellberg, B., & Lipsitch, M.2017).

La résistance des bactéries aux antibiotiques est inquiétante quand elle est acquise : le

traitement d'une infection, due a une bactérie jusque-la sensible, n'est plus actif.

La résistance se définit alors par I'inefficacité de la dose d'antibiotique au niveau du site
infectieux : la concentration d'antibiotique est trés inférieure a la concentration minimale

inhibitrice d’antibiotique permettant d'arréter la croissance de la bactérie. (Yvon M. 2012).

Mais le monde bactérien s’est adapté aux antibiotiques et cela s’est traduit par
I’émergence de souches résistantes chez I’homme, chez les animaux et dans 1’environnement.
L’existence de ces bactéries résistantes a des conséquences sur la thérapeutique, la santé

publique et I’hygiéne de 1I’environnement. (J.F. Guillot. 1989)

Pseudomonas aeruginosa est connu pour sa capacité a devenir résistant a plusieurs classes
d'antibiotiques, y compris les Amin glycosides, les carbapénémes et les céphalosporines de
troisieme génération. (World Health Organization.2021). Cette résistance peut rendre le
traitement des infections causées par cette bactérie difficile et nécessiter I'utilisation de
plusieurs classes d'antibiotiques combinées. (European Centre for Disease Prevention and
Control.2020).

Les infections causées par Pseudomonas aeruginosa peuvent inclure la pneumonie, les
infections urinaires, les infections de la peau et des tissus mous, et les infections de l'oreille,
entre autres. (MedlinePlus.2021).

Le diagnostic precis et la surveillance attentive sont importants pour éviter la progression
de [linfection et pour élaborer un plan de traitement efficace. (American Lung
Association.2021).
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Staphylococcus aureus est une bactérie peut causer une variété de maladies, notamment
des infections de la peau comme les furoncles et les abces, ainsi que des infections plus graves
telles que les pneumonies, les infections ostéo-articulaires et les endocardites. (World Health
Organization. 2021)

Staphylococcus aureus a un fort pouvoir adaptatif et a développé différents mécanismes
de résistance aux anti staphylococciques. Plus de 90 % des souches produisent une
pénicillinase.

L’oxacilline reste active contre ces souches, mais des staphylocoques hospitaliers, et plus
récemment communautaires (présents hors de 1’hdpital), ont développé une résistance croisee
entre les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres B-lactamines. (Oana Dumitrescu
Et al. 2010)

Notre étude, qui rentre dans ce cadre, a pour objectif d'identifier les antibiotiques les plus
efficaces pour traiter une infection bactérienne spécifique en testant la sensibilité des bactéries
S. aureus et P. aeruginosa a différents antibiotiques.

Cela aide a guider les médecins dans le choix d'un traitement antibiotique approprié pour
une infection donnée, en évitant I'utilisation inutile d'antibiotiques ou la prescription d'un
antibiotique inapproprié qui pourrait conduire a la résistance aux antibiotiques.

Lors de I'étude de ce sujet, notre mémoire est divisé en deux parties. La premiére partie
consiste en une synthése bibliographique qui inclut des généralités sur les bactéries P.
aeruginosa et S. aureus. Nous abordons leur classification, leur morphologie, leur habitat
naturel et leur structure. De plus, nous discutons en détail de la résistance aux antibiotiques, en
explorant les différents types de résistance et leurs mécanismes principaux. Cette partie permet
de mieux comprendre ces bactéries spécifiques et les défis liés a leur traitement.

Nous ferons ensuite un focus sur les antibiotiques, en replacant le contexte de leur
découverte, les familles d'antibiotiques dans leur globalité, mais aussi en définissant ce qu'est
un antibiotique, leurs caractéristiques et leurs modes d'action. Il est important de bien connaitre
toutes ces molécules afin de les utiliser de maniere plus rationnelle.

De plus, nous discutons en détail de la résistance aux antibiotiques, en explorant les
différents types de résistance et leurs mécanismes principaux. Cette partie permet de mieux
comprendre ces bactéries spécifiques et les défis liés a leur traitement.

Ensuite, nous abordons la technique de l'antibiogramme, qui revét une importance
centrale dans notre étude expérimentale. Nous détaillons leur principe, objectif, les types et les
méthodes utilisés pour identifier microbiologiquement les souches bactériennes en relation avec

les antibiotiques testés.
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La deuxiéme partie est une étude expérimentale qui représente les objectifs de notre travail.
Elle étudie les infections causées par S. aureus et P. aeruginosa en isolant et en identifiant
microbiologiquement les souches bactériennes par rapport aux antibiotiques testés. Le but est

d'étudier leur résistance aux antibiotiques par la technique d'antibiogramme.
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Chapitre 01 : Les bactéries

1. Généralités

Les bactéries sont de petits organismes unicellulaires. Se trouvent presque partout sur
Terre et sont vitales pour les écosystémes de la planete. Certaines especes peuvent vivre dans
des conditions extrémes de température et de pression. Le corps humain est plein de bactéries,
et en fait on estime qu'il contient plus de cellules bactériennes que de cellules humaines. La
plupart des bactéries présentes dans le corps sont inoffensives et certaines sont méme utiles. Un
nombre relativement restreint d'especes provoquent des maladies. (NIH, 2023)

Les bactéries sont des micro-organismes qui se présentent sous diverses formes. lls
peuvent étre des spheres, des tiges ou des spirales. 1l y a des bactéries qui sont mauvaises, que
nous appelons pathogeénes, et elles causeront des maladies, mais il y a aussi de bonnes bactéries.
Par exemple, dans notre systeme digestif, dans I'intestin, nous avons des bactéries qui sont tres
nécessaires pour aider notre corps a fonctionner normalement. Ce qui est intéressant a propos
des bactéries, c'est que dans notre corps, nous avons 10 fois plus de cellules bactériennes que
de cellules humaines. Les bactéries sont également importantes en biotechnologie. Ils sont
également importants en ce qu'ils, encore une fois, aideront le corps a se maintenir en bonne
santé. (NIH, 2023)

Pseudomonas aeruginosa

1.1.Historique

En 1882, Carle Gessard (1850-1925) d’abord isolé Pseudomonas aeruginosal des
infections des plaies soldats dont les bandages avaient une couleur bleue et verte. (Nicholas m
& maribeth f. 2011).

Walter Migula (1863-1938) a d’abord proposé le genre Pseudomonas en 1894 pour
englober tous les gram-négatifs, bacilles aérobies en forme de tige qui avaient des flagelles
polaires. Parce que cette définition était si large, sans rapport organismes ont été ajoutés au
genre au point que dans 1984, plus de 100 espéces de Pseudomonas ont été inscrites dans le
Manuel de bactériologie systématique de Bergey. (Chaker H. 2012)

1.2.Habitat

Pseudomonas est un type de bactérie (germe) que 1’on trouve couramment dans
I’environnement, comme dans le sol et dans I’eau (CDC. 2019).
Généralement les Pseudomonas sont trés ubiquistes (Sefraoui, 2015). Les souches

ubiquistes ont généralement une tres large versatilité nutritionnelle et elles peuvent vivre dans
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des niches écologiques trés diverses (Emmanuelle & EI Amari, 2004 ; Botelho & Leda, 2006

; Sefraoui, 2015).
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Figure 1: Gamme fonctionnelle et environnementale des especes de Pseudomonas. (Araos,
R., & D’Agata, E. 2019).
1.3. Classification
La bactérie Pseudomonas aeruginosa appartient a la famille de pseudomonaceae qui sont
des bactéries Gram négatif, a ciliature polaire (rarement immobiles), aérobies strictes, ayant un
métabolisme exclusivement respiratoire et ne fermentent jamais le glucose (Micek, S 2015)
Benabid R, 2009)

Tableau 01 : Classification de Pseudomonas aeruginosa (Mderreg, 2015)

Régne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonaceae
Genre Pseudomonas

Espeéce Pseudoonas Aeruginosa
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1.4.Caractére phénotypique
1.4.1. Caractére morphologique

P. aeruginosa est une bactérie opportuniste, Gram négatif mobile grace a un flagelle
polaire, et se développant généralement dans des conditions d'aérobie stricte.

Ce batonnet mesure 0,5 a 1 mm par 1,5 a 4 mm de long et ne forme pas de spores. C'est
une bactérie présentant une réaction positive au test de cytochrome-oxydase ainsi qu'a la
catalase (Chaker H. 2012).

Sur un milieu minimal, les colonies de P. aeruginosa sont opaques, planes, légérement
crémeuses et possedent un aspect nacreé a reflet métallique.

La pigmentation ainsi que l'odeur caractéristique du raisin oignant de la production
d'aminoacétophénone demeurent des caractéristiques intéressantes pour le diagnostic. Grace a
sa capacité d'adaptation a différentes conditions physiques et a ses exigences nutritionnelles
minimales, P. aeruginosa peut croitre dans plusieurs environnements. Il s'agit de la bactérie qui
sécrete le plus grand nombre de pigments et d'exoproduits dans le milieu ou elle se développe.
(Solbi S. 2013)
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Figure 2: Aspect microscopique de Pseudomonas aeruginosa. (Khalilzadeh P. 2009)

1.4.2. Caractére biochimique
1.4.2.1.Métabolisme

La bactérie Pseudomonas aeruginosa possede :
- Une oxydase.

- Une nitrate-réductase (réduction des nitrates pouvant aller jusqu’au stade de N gazeux).
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- Un métabolisme oxydatif des sucres appréciable sur milieu MEVAG (milieu pour 1’étude de

la voie d’attaque des glucides).
- Une arginine-dihydrolase.

Pseudomonas aeruginosa dégage une odeur aromatique caractéristique de seringa due a
la production d'ortho-amino acétophénone, intermediaire du métabolisme du tryptophane et non
liee a la production de pigments, il hydrolyse aussi la géelatine et la lécithine (Avril J M., et al.
2006)

1.4.3. Caractéres culturaux

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie tres peu exigeante se multipliant sur des
milieux synthétiques simple. (Ariane B. 2017)

Elle pousse facilement en 2 heures a une température de 37° C et peut se développer a
des températures variables (5 — 42 °C, I’optimum étant 30 °C) (Sardi F. 2021) mais supporte
de moindres variations de pH (6.5 - 7.5, I’optimum étant 7.2). (Palleroni N. 1984).

Aérobies strictes, les bactéries de I’espéce Pseudomonas aeruginosa pouvant utiliser pour
respiration les nitrates comme accepteurs d’hydrogeéne, en conséquence dans les milieux
anaérobies contenant des nitrates, elle cultive dans toute la hauteur de tube.

Le bouillon est troublé avec développement d’un voile en surface, parfois limité a un
simple anneau adhérent aux parois du tube. (Souley L., Moustafa F.S. 2002)

La culture, tres alcaline, répand une odeur aromatique. (Eyquem A., et al. 2005) Apres
quelques jours, un sédiment visqueux s’accumule en profondeurs. Sur gélose apparaissent des
colonies de quelques millimeétres de diamétre, plates ou surélevées, opaques, a surface assez
dépolie, limite par un bord régulier ou finement dentilé, prenant en vieillissant des reflets
métalliques. On peut aussi observer des formes rugueuses ou des formes muqueuses. Les
dissociations sont fréquentes. (Léon L M; Michel V. 1990)

1.4.4. Production des pigments

Le genre Pseudomonas comprend des espéces fluorescentes produisant des pigments
spécifiques. Les deux pigments les plus fréquents et caractéristiques sont la pyocyanine et la
pyoverdine qui sont solubles dans les milieux de culture (Delarras 2007).

Les especes pigmentées sont par exemple : P. aeruginosa (P.a) produit les deux pigments,
mais pouvant étre perdus par mutation. P. fluorescens, P.putida, P.syringae, et P. cichorii
produisent de la pyoverdine et P. aureofaciens : produit un pigment jaune orange oupourpre.

Certaines souches sont apigmentées tel que P. alcaligenes, P. stutzeri. (Martin, 2007).
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1.4.5. Caractéres antigeniques

Le lipopolysaccharide (LPS) fait partie intégrante de I'enveloppe cellulaire de
Pseudomonas aeruginosa, occupant le feuillet externe de la membrane externe chez ce
pathogeéne opportuniste & Gram négatif. Il est important pour les interactions bactérie-h6te et
s'est avéré étre un facteur de virulence majeur pour cet organisme. (Lam, J., et al., 2011)
Structurellement, le LPS de P. aeruginosa est composé de trois domaines, a savoir le lipide A,
I'oligosaccharide central et I'antigene O distal (O-Ag). (Cady A. 2006)

La plupart des souches de P. aeruginosa produisent deux formes distinctes d'O-Ag, I'une
un homopolymére de D-rhamnose qui est un antigéne polysaccharidiqgue commun (CPA,
anciennement appelé bande A), et l'autre un hétéropolymere de trois a cing formes distinctes
(et souvent uniques didésoxy) sucres dans ses unités de répétition, connus sous le nom
d'antigene spécifique O (OSA, anciennement appelé bande B). (Duchesne R. 2017) Les
différences de composition dans les unités O parmi les OSA de différentes souches constituent
la base du schéma international de typage antigénique pour la classification via le sérotypage
de différentes souches de P. aeruginosa. Cady (A. 2006. Lam, J., et al 2011. Duchesne R.
2017).

1.4.6. Caractéres génotypiques

Le génome de la souche PAOL de Pseudomonas aeruginosa a été complétement séquencé
en 2000. Il est le plus grand génome bactérien qui comprend 6,3 millions de paires de bases. Ce
génome contenant 5570 génes, la plupart sont riches en guanine et cytosine (G+C) (66,6). Seuls
6,7 % de ces genes ont une fonction bien connue. Le pourcentage de séquences régulatrices est
plus important dans le génome entier de Pseudomonas aeruginosa (8,4%) (STOVER et al.,
2000). Depuis de nombreux génomes ont été séquencés, 2427 sont disponibles sur le site du
(NCBI juillet 2017) parmi lesquels 94 sont des génomes complets (chromosome circulaire,
avec le ou les plasmides éventuels, qui contient la séquence compléte au nucléotide prés) dont
seulement 5 d’entre eux possédent au moins un plasmide. Le chromosome de cette bactérie
code notamment pour la plupart des facteurs de pathogénicité : environ 200 a 300 genes ce qui
représente 5% du genome (KOHLER et DELDEN, 2009).
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Figure 3: Tailles des génomes des principales especes bactériennes pathogénes déposes sur le
NCBI (NCBI 2017)

2. Staphylococcus Aureus
2.1.Historique

Les staphylocoques furent observés pour la premiére fois a la fin des années 1800 par
Robert Koch et Louis Pasteur.

C’est a la méme période que Rosenbach isolat en culture pure pour la premiere fois
Staphylococcus aureus (Corne, P 2004) Ainsi en 1878, Robert Koch et Louis Pasteur décrivent
des grappes de coques dans des pus d’origine humaine (pus de furoncles et d’ostéomy¢élites).

La méme année, en Ecosse, Alexander Ogston propose le nom « Staphylococcus »
(staphylé : grappe et kokkos : grain) car les bactéries se regroupent en amas irréguliers
ressemblant a une grappe de raisin (Hennekinne, JA. 2009). S. aureus est une bactérie a la fois
commensale et pathogene opportuniste (Gordon, R.J. et F.D. Lowy. 2008)

Cette espece bactérienne peut coloniser ’humain aussi bien que plusieurs especes
animales comme le porc, le sanglier ainsi que le cerf rouge. (Burns, A., et al 2014 Porrero,
M.C,, etal., 2014)
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2.2 .Habitat

S. aureus est un germe ubiquitaire, peu exigeantes et capables de vivre dans de
nombreux sites, essentiellement en saprophyte de I’environnement, présent chez les
animaux mais sont habitat préférentiel est ’homme (Institué Pasteur. 2021)

S. aureus semble capable de coloniser tous les mammiféres. S. aureus colonise la
surface et les glandes de la peau, ainsi que les muqueuses de ses hotes. Chez [’homme, il
est principalement présent au niveau du tractus respiratoire supérieur, en particulier dans les
fosses nasales (Eveillard, 2007), mais aussi au niveau du cuir chevelu et les mains (Watson
et al., 2006).
2.3.Classification

Selon la classification de (Garrity et al. 2007), le phylum firmicutes est constitué de
quatre classes : Clostridia, Mollicutes, Bacilli, Togobacteria. La classe des Bacilli est
constitué de deux ordres : Bacillales et Lactobacillales, dont chacun est divisé en quatre
familles ; Staphylococcaceae constitue la 4eme famille des Bacillales, celles-ci
comprennent un seul genre : Staphylococcus (GC % 30-39 %).

Cinguante espéces et sous espéces ont été identifiées au sein du genre Staphylococcus (Le
Loir et Gautier, 2010)
La classification de S. aureus est représentée sur le tableau suivant :

Tableau 02: La classification de S. aureus (Denis et al. 2016)

Régne : Bacteria ou Eubacteria.
Phylum Firmicutes.

Classe Bacilli.

Ordre Bacillales.

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce Staphylococcs aureus

2.4.Caracteres phénotypiques
2.4.1. Caracteres morphologiques

Staphylococcus aureus est une coccobactérie Gram positif, catalase positive appartenant

a la famille des Staphylococcaceae est a un diameétre d'environ 0,5 a 1,5 um, est immobile,

sporulé et facultativement anaérobique (sauf S. aureus anaerobius) ; il est habituellement

disposé en grappes. (Becker., et al. 2004. Delarras, 2014).
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Il est maintenant établi que S. aureus est une bactérie aéro-anaéroobie facultative qui
produit une catalase et une coagulasse, et qui peut tolérer une activité en eau trés réduite
(Alioua, 2015).

« 9 Y.
. % .
n
' 4 » -
el S "%
o & - g
» a =
. .
ttm e e
&
Ry : 10 ym
.. o S

Figure 4: Aspect de S. aureus aprés une coloration de gram (Hennekinne JA. 2009)

2.4.2. Caracteres biochimiques
2.4.2.1.Métabolisme

La production d’une catalase et d’une coagulase (Dougnon et al., 2018) mais oxydase
négative. C’est une des propriétés de S. aureus (Shittu A., et al. 2007) ainsi la production d’une
endonucléase (Hu et al., 2013) thermostable et la fermentation du mannitol. (Durand G. 2009)

S. aureus ne sont capable de fermenter indole mais elle est capable de fermenter acétone
et produire I’enzyme d’uréase et aussi capable de réduisent le télurite de potassium et les nitrates
en nitrites, et produisent de I’ammoniaque a partir de I’arginine. (Da Silva et al., 2018)

S. aureus produisent des colonies dorées jaune et pigmentées, cette pigmentation est
évoquee dans le nom du microbe, comme aureus signifié doré (Delarras, 2014).

2.4.3. Caractéres culturaux

S. aureus sont des bactéries aéro — anaérobie facultative (elle existe une seul sous espéce
est anaérobie stricte : S. aureus subsp. Anaerobius) (Robert, D 2013). Cette bactérie non-
exigeante sont capables de croitre dans des conditions hoostiles (par exemple en bouillon
hypersalé a 7% de NaCl) (Accarias,2014)

S. aureus est facilement cultivable en milieu gélosé classique tel que CBA (Columbia
Blood Agar), TSA (Tryptic SSoy Agar) ou BHI (Brain Heart infusion), ainsi que dans les

milieux liquides (Vitko, 2013). En bouillon de la culture sur en peu de temps tu vois, un trouble

13
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homogeéne puis un dépot sont observés, mais en milieu liquide il n'y a pas de production de
pigment (Angandza, 2012).

S. aureus peut également étre cultiver facilement en 24 heures sur milieu ordinaire
(gélose trypticase-soja supplémentée ou non en sang), et aussi cultive en milieu sélectif
hypersalé (Chapman ou MSA pour Mannitol-Salt-Agar), ce qui un milieu différentiel permettre
la croissance des bactéries ciblées ou intéressants (Eveillard, 2007), aussi utilisée comme
milieu pour I’identification de S. aureus grace a leur caractére halophile et lors capacité a
fermenter le mannitol (Accarias,2014).

S. aureus peut se développer a une température comprise entre 15° et 45°C et a des
concentrations de NaCl jusqu'a 15 %. Cependant, des expositions prolongées au-dessus de 42°C
ou en dessous de 10°C ne sont pas recommandées. Les plaques ne doivent pas étre conservées
plus d'une semaine a 4°C. En raison de son peptidoglycane hautement réticulé (Accarias,2014).

2.4.4. Caracteres antigéniques

Les bactéries Staphylococcus aureus utilisent une vaste gamme de contre-mesures
moléculaires pour manipuler le microenvironnement défensif de I'ndte infecté et coloniser
potentiellement n'importe quel tissu.

Les polypeptides sécrétés appelés superantigenes sont uniques parmi ces contre-mesures,
car ils ciblent la communication multiréceptrice entre les cellules T et les cellules présentatrices
d'antigéne qui est fondamentale pour initier la clairance immunitaire spécifique a l'agent
pathogéne.

Les superantigenes jouent un réle essentiel dans le syndrome de choc toxique et les
intoxications alimentaires, mais leur fonction dans les infections de routine n'est pas bien
comprise.

Alors gu'une association de superantigénes avec des cas de maladies auto-immunes
humaines semble alléchante, des données convaincantes ne sont pas encore disponibles.

Le blocage de la reconnaissance des lymphocytes T spécifiques a l'antigene est la
principale force motrice évolutive derriére la sélection des superantigénes, alors que les
pathologies spécifiques aux superantigénes sont des sous-produits qui n'apparaissent que dans
certaines conditions. (Robert G. 2000)
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2.4.5. Caracteres genotypiques

Le génome de S. aureus peut étre divisé en deux : le ‘core’ génome (génome cceur) et le
génome accessoire (Chua, K.Y, et al. 2014 Albano, B., et al. 2014).

Le premier est I’ensemble des génes que ne trouvez dans toutes les souches de S. aureus.
Ce génome contient différents génes de ménage, genes nécessaires a la croissance ainsi que
quelques génes codant pour des facteurs de virulence (Chua, K.Y., et al. (2014) Alibayov, B.,
et al. 2014).

Le génome accessoire de S. aureus est I’ensemble des génes présents uniquement dans
une souche étudiée ainsi que ceux présents dans deux ou plusieurs souches. Il est variable et
peut contenir des génes codant pour des résistances aux antibiotiques et des facteurs de
virulence comme des exotoxines ou des superantigenes. (Chua, K.Y, et al. 2014 Alibayov, B.,
et al. 2014).

Cette variabilité génomique son extraordinaire adaptabilité a divers environnements et
surtout ses capacités d’échappement aux défenses de 1’hote et de résistance aux traitements
antibiotiques. Toutes les souches séquencées de S. aureus contiennent un seul chromosome,
dont la taille varie de 2.7 4 2.9 Mb.

Une premiére source de variabilité entre les souches provient de la présence d’éléments
extra-chromosomiques, a réplication autonome, les plasmides. Ceux-ci sont tres souvent
porteurs de genes de résistance aux antibiotiques. Pratiquement tous les éléments du génome
accessoire sont localisés sur différents vecteurs tels des plasmides et des bactériophages et
peuvent influencer le comportement de la souche de S. aureus dont la niche écologique de ce
dernier. (Chua K.Y, et al. (2014). Moon B.Y ., et al. 2015).
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Chapitre 02 : Les antibiotigues

1. Les antibiotiques

1.1.Généralités

Les antibiotiques sont des substances chimiques ou des composés naturels capables de
tuer ou d'inhiber la croissance de certaines bactéries. (Bhattacharjee, M. K., 2016). lls sont
utilises pour traiter les infections bactériennes chez les humains et les animaux.
(Bhattacharjee, M. K., 2016).

Les antibiotiques sont spécifiques aux bactéries et n'ont pas d'effet sur les virus, les
champignons ou les parasites. Ils peuvent étre administrés par voie orale, injectable ou topique,
et sont classés en fonction de leur mode d'action, de leur spectre d'activité et de leur durée
d'action. (Mehdi. S. 2008). Les antibiotiques ont été découverts dans les années 1920-1930 et
ont révolutionné la médecine en permettant le traitement efficace de nombreuses infections
bactériennes qui étaient auparavant souvent mortelles. (Mohr, K. 1. 2016). Cependant,
I'utilisation excessive ou inappropriée d'antibiotiques peut entrainer I'apparition de résistances
bactériennes, ce qui peut rendre les infections plus difficiles a traiter. (Bhattacharjee, M. K.,
2016 ; Mehdi. S., 2008)

1.1.1. Historique

Découverte et développement des antibiotiques

La découverte des antibiotiques est attribuée a Alexander Fleming en 1928, lorsqu'il a
observé la croissance de moisissures dans une culture de bactéries et a remarqué gu'une des
moisissures, Penicillium notatum, avait un effet inhibiteur sur la croissance bactérienne
environnante. Cette observation a conduit a la découverte de la pénicilline, le premier
antibiotique, qui a été isolé et purifié par Howard Florey et Ernst Chain en 1940. La pénicilline
a révolutionné le traitement des infections bactériennes et a sauvé de nombreuses vies. (Mohr,
K. 1. 2016 ; Institue de pasteur .2014)

Depuis lors, de nombreux autres antibiotiques ont été découverts, chacun ayant une
efficacité et un spectre d'action différents contre les bactéries. Cependant, I'utilisation excessive
et inappropriée d'antibiotiques a conduit a I'apparition de résistances bactériennes, ce qui est

devenu un probleme majeur de santé publique. (Hutchings, M. 1., 2019).
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1.2.Types des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre d'origine synthétique ou naturelle
1.2.1. L’antibiotique origine naturelle

De nombreux antibiotiques ont une origine naturelle et sont produits par des micro-
organismes tels que des bactéries, des champignons et des actinomycéetes. Les micro-
organismes produisent des antibiotiques pour se défendre contre d'autres micro-organismes
dans leur environnement. (Bérdy, J. 2012).

Voici quelques exemples d'antibiotiques d'origine naturelle :

« La pénicilline, le premier antibiotique, est produite par une moisissure appelée
Penicillium notatum. (Mohr, K. 1. 2016).

« La streptomycine, utilisée pour traiter la tuberculose, est produite par une bactérie
appelée Streptomyces griseus. (Schneider, J et al., 2012)

« La tétracycline, utilisée pour traiter les infections bactériennes, est produite par une

bactérie appelée Streptomyces aureofaciens. (Nelson, M. L., & Levy, S. B. 2011).

« L'érythromycine, un antibiotique macrolide, est produite par une bactérie appelée

Saccharopolyspora erythraea. (Liu, J et al.,2017)

« La vancomycine, utilisée pour traiter les infections résistantes aux antibiotiques, est
produite par une bactérie appelée Streptomyces orientalis. (Moellering Jr, R. C., &
Ferraro, M. J. 2012)

De nombreux autres antibiotiques d'origine naturelle ont été découverts et utilisés pour
traiter les infections bactériennes. Cependant, en raison de ['utilisation excessive
d'antibiotiques, de nombreuses bactéries ont développé une résistance aux antibiotiques
d'origine naturelle, ce qui a conduit a la recherche et au développement d'antibiotiques
synthétiques et semi-synthétiques. (Varaprasad et al., 2020).

1.2.2. L’antibiotique Origine synthétique

Les antibiotiques synthétiques sont obtenus soit a partir de dérivés artificiels, soit en
recréant des substances primitivement extraites de micro-organismes. Parmi les antibiotiques
d’origine synthétiques on distingue Sulfamides, métronidazole, isoniazide, acide nalidixique et
les fluoroquinolones, Il a été développé dans les années 1950 et est fabrique a partir de produits
chimiques de synthese. (Donadio S et al., 2010).
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1.3. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont classes en fonction de plusieurs facteurs, notamment leur structure
chimique, leur mécanisme d'action, leur spectre d'activité et leurs propriétés pharmacologiques.
Voici quelques classifications courantes d'antibiotiques résume sur ce tableau. (Munck, 2014
et BOULAHBAL, 2006)

Tableau 03: Classification des antibiotiques

Classe SENTE Cible
d’antibiotiques
Béta-lactamines - Pénicillines - Pénicillines G Syntheése de la paroi cellulaire
(ampicilline) - Pénicillines V
- Pénicillines a action
semi-retard
- Pénicillines M
- Pénicillines A
- Céphalosporines | - De 1ére génération
(céfotaxime) - De 2éme génération
- De 3éme génération
- De 4éme generation
- Carbapénemes - Doripenem
(méropéneme) - Imipenem
- Meropenem
Quinolones Acide nalidixique, Ciprofloxacine Gyrase / topoisomérase IV
Aminoglycosides Streptomycine, gentamicine, Sous-unité ribosomale 30S /
amikacine membrane cellulaire
Macrolides Erythromycine, Azithromycine Tunnel de sortie des peptides
dans la sous-unité ribosomique
50S
Tetracycline Tetracycline, Tigecycline Liaison de I'ARNt dans la
sous-unité ribosomique 30S
Oxazolidinones Linezolide Centre de peptidyl transférase
dans le ribosomal 50S sous-unité
Phenicol Chloramphénicol Centre de peptidyl transférase
dans le ribosomal 50S
sous-unité
Lincosamide Clindamycine, Lincomycine Tunnel de sortie des peptides
dans la sous-unité ribosomique
50S
Sulfonamides Sulfamethoxazole Synthése du tétrahydrofolate
Benzylpyrimidine Trimethoprime Synthése du tétrahydrofolate
Rifamycin Rifampicine ARN polymérase
Nitroimidazoles Metronidazole Dommages généraux a I'ADN
Nitrofurans Nitrofurantoine Dommages généraux a I'ADN
Lipopeptide Daptomycine Membrane cellulaire
Glycopeptide Vancomycine Synthése de la paroi cellulaire
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1.4. Mode d’action des antibiotiques
Les antibiotiques sont des médicaments utilisés pour traiter les infections bactériennes en
tuant ou en arrétant la croissance des bactéries responsables de I'infection. Les différents types
d'antibiotiques ont des modes d'action spécifiques, mais en général, ils agissent de l'une des
quatre manieres suivantes :

1.4.1. Inhibition de la synthese de la paroi cellulaire.

Certains antibiotiques, tels que la pénicilline et la céphalosporine, agissent en inhibant
la synthése de la paroi cellulaire des bactéries. Cela affaiblit la structure de la bactérie, la rendant
plus vulnérable aux forces physiques et chimiques extérieures et entraine finalement sa mort.
(Kirmusaoglu, S.,2019)

1.4.2. Inhibition de la synthése des protéines.

Les antibiotiques tels que la tétracycline et I'érythromycine empéchent la synthése des
protéines bactériennes. Les protéines sont essentielles pour la croissance et la survie de la
bactérie, et en les empéchant de se former, ces antibiotiques inhibent la croissance bactérienne
et entrainent finalement la mort de la bactérie. (Kirmusaoglu, S.,2019)

1.4.3. Perturbation de la membrane cellulaire.

Certains antibiotiques, comme les polymyxines, agissent en perturbant la membrane
cellulaire des bactéries, ce qui entraine la fuite de substances vitales de la cellule et finalement
la mort de la bactérie. (Kirmusaoglu, S.,2019)

1.4.4. Inhibition de la synthése des acides nucléiques.

Les antibiotiques tels que la rifampicine et la quinolone agissent en inhibant la synthése
des acides nucléiques bactériens. Les acides nucléiques sont essentiels pour la croissance et la
multiplication bactériennes, et en les empéchant de se former, ces antibiotiques empéchent la

bactérie de se répliquer et entrainent finalement sa mort. (Kapoor et al., 2017)
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Membrane plasmique
- Polymyxines
polymyxine B
colistine
- Lipopeptide =
daptomycine Ribosomes

Paroi cellulaire

- B-lactamines

Sene - Sous-unité 30S
pénicilline

aminosides

cytoplasm tétracyclines

céphalosporines
monobactames

carbapénéme - Sous-unité 50S

macrolides
lincosamides
chloramphénicol
oxazolidinones

- Glycopeptides
vancomycine

- Bacitracine

Voies métaboliques

Synthése d'ADN

- Fluoroquinolones
ciprofloxacine
levofloxacin
moxifloxacine

- Acide folique
sulfamides
sulfones
triméthoprime

Synthése d'ARN - Synthése d'acide mycolique

isoniazide
- Rifamycines
rifampicine

Figure 5: Cibles des principaux antibiotiques. (Parker et al., 2016)

1.5. Parametres d’activité d’un antibiotique.

L'analyse de l'activité d'un antibiotique donné sur une bactérie a conduit a définir un
certain nombre de parameétres qualitatifs et quantitatifs, pour chaque antibiotique on mesure le
diameétre d'inhibition en mm et en déduit la sensibilité ou la résistance. On définit deux
concentrations critiques d'antibiotique. (Basli, A et al., 2012)

1.5.1. Concentration minimale inhibitrice.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration d'un agent
antimicrobien (comme un antibiotique) nécessaire pour inhiber la croissance d'un micro-
organisme spécifique. La CMI la concentration minimale d'antibiotique permettant d'inhiber
(bactériostase) totalement la multiplication bactérienne, apres 18 a 24 heures de contact a 37
°C. (Basli, Aetal., 2012)

1.5.2. Concentrarion minimale bactéricide.

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration d'un agent
antimicrobien (comme un antibiotique) qui tue complétement une souche bactérienne
spécifique. Contrairement a la CMI, qui mesure la concentration minimale nécessaire pour
inhiber la croissance bactérienne, la CMB mesure la concentration minimale nécessaire pour
tuer complétement les bactéries. (Basli, A et al., 2012)
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1.6. Les macrolides
1.6.1. Définition

Les macrolides sont une classe d'antibiotiques qui agissent en inhibant la synthése des
protéines bactériennes. Les macrolides sont constitués de grandes molécules lactoniques
macrocycliques qui sont produites par des microorganismes tels que Streptomyces et
Saccharopolyspora.

IIs sont utilisés pour traiter une variété d'infections bactériennes telles que les infections
des voies respiratoires supeérieures et inferieures, les infections cutanées, les infections
sexuellement transmissibles et les infections gastro-intestinales. (Omura, S. 2002). Les
exemples de macrolides incluent I'érythromycine, la clarithromycine, I'azithromycine, la
roxithromycine et la spiramycine. (Nicolaou, K. C. 1977)

1.6.2. Classification
D’apres (Bryskier et Bergogne-Berezin 2005)Les macrolides sont une classe
d'antibiotiques qui sont généralement classes en trois groupes en fonction de leur structure
chimique :
e Les 14-membres de la famille des macrolides, qui comprennent I'érythromycine, la
dirithromycine et la clarithromycine.
e Les 15-membres de la famille des macrolides, qui comprennent l'azithromycine, la
roxithromycine et la josamycine.

e Les 16-membres de la famille des macrolides, qui comprennent la spiramycine et la

midecamycine.
Classification Of Macrolides
|
| | | | |
12 membered 15 membered 16 membered 17 membered
ng ring ring ring
| | |

Methymycin Lankacidin complex
Azithromycin

Natural compounds Semi synthetic compounds  Natural compounds Semi synthetic

= Spiramycin compounds

= Josamycin = Rokitamycin
= Midecamycin = Miokamycin
= Kitsamycin

Figure 6: Classification des macrolides (Bryskier et Bergogne-Berezin 2005)
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1.6.3. Structure chimique générale des macrolides commercialisés
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Figure 7: Structure chimique générale des macrolides commercialisées (F. Van Bambeke et

al.,2001)
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1.6.4. Erythromycine et spiramycine

L'érythromycine est efficace contre un large éventail de bactéries et est souvent utilisée
pour traiter les infections respiratoires, les infections cutanées et les infections gastro-
intestinales. (Juda, M et al., 2016)

La spiramycine, quant a elle, est souvent utilisee pour traiter les infections respiratoires
et les infections génitales chez les femmes enceintes et allaitantes (F. Van Bambeke et
al.,2001)

Les concentrations critiques séparent les souches sensibles des souches de sensibilité

intermédiaire et ces derniéres, des résistantes : S <=1 mg/l et R > 4 mg/l.(vidal.fr)
1.6.5. Les especes sensibles

Les especes sensibles a I'érythromycine et a la spiramycine sont des bactéries Gram-
positives telles que Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Corynebacterium diphteriae et Clostridium perfringens.
(Bonnet, R et al., 2013)

Elles incluent également certaines bactéries Gram-négatives, notamment Haemophilus
influenzae et Neisseria gonorrhoeae. Cependant, de nombreuses souches de ces bactéries sont
maintenant résistantes a ces antibiotiques en raison de I'utilisation excessive et inappropriée
d'antibiotiques au fil des ans.

Il est important de noter que chaque espece bactérienne peut avoir des sous-types qui sont
résistants a I'érythromycine et a la spiramycine, donc le choix de I'antibiotique dépendra de la

sensibilité spécifique de la souche bactérienne isolée. (Bonnet, R et al., 2013)
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Espéce

Staphylococcus
aureus

(meéticilline-
sensible)
Streptococcus
pyogenes
Streptococcus
pneumoniae
Haemophilus
influenzae
Chlamydia
pneumoniae
Moraxella
catarrhalis
Legionella
pneumophila
Helicobacter
pylori

Chlamydia
trachomatis

Salmonella spp
Borrelia
burgdorferit
Mycobacterium
avium
et complex

Les antibiotigues

Tableau 04 : CMI des macrolides vis-a-vis de bactéries d'intérét clinique (F. Van Bambeke et al.,2001)

Erythromycine

0,1-0,5

0,03-0,06
0,015-1
1-8
0,06
0,1-0,5
0,1-1
01

0,06-1

0,03-0,12

32-64

Roxithromycine

0,2-0,5

0,03-0,06
0,05-0,2
1-8
0,25
0,5-2
0,06-0,5
0,07

0,015-2

0,015-0,12

8-32

Clarithromycine

0,06-0,5

0,015
0,015-0,5
1-8
0,007
0,06-2
0,1-0,5
0,03

0,004-0,2

0,015-0,12

0,5-8

Erythromycylamine

0,02-2

0,06-0,12
0,06-1
0,2-32
0,5
0,1-1
0,5-4

0,06-0,5

<05

CMI mg/I
Azithromycine
0,02-1

0,03-0,12
0,06-2
0,2-4
<2
0,01-0,1
0,125-0,5
0,2

0,03-0,06

4-16
0,015-0,12

8-32

Miocamycine

0,5-4

0,25-0,5

0,12-0,5

0,1-16

0,1-0,5

0,06

Josamycine

0,25-64

0,06-0,25

0,015-0,3

4-32

0,25

0,5

0,5-1

Les CMI indiquées en caractéres gras italiques correspondent a celles ou I’antibiotique
Considéré posséde un avantage sur les autres macrolides.
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Spiramycine  Télithromycine
0,25-64 0,03-0,06

0,06-0,12
0,015-0,3 0,008-0,25

4-16 2-4

4 0,015-2
4-8 0,12
8-64 0,03-0,12
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Tableau 05 : Pharmacocinétique des macrolides (Pharmacomeédical.org)

Tmax Liaison Protéique Elimination urinaire Demi-vie (h)

(h) (%) (%)

Erythromycine? 1 65 <10 2
Clarithromycine 1.7 70 36 3.8
Dirithromycine 3 15-30 2 44
Roxithromycine 2.2 96 >50 10

Josamycine 1 15 <10 2
Midécamycinet 1 <30 <5% 2
Azithromycine 2-3 20 12 40
Télithromycine 1 13 13 7-10

Spiramycine 2 107 14 5

1.6.6. Mécanisme d’action des macrolides

Les macrolides sont une classe d'antibiotiques qui agissent en inhibant la synthese des
protéines bactériennes. Ils se lient spécifiqguement a la sous-unité 50S du ribosome bacteérien,
empéchant ainsi la formation des liaisons peptidiques entre les acides aminés et inhibant la
croissance bactérienne. (Gaynor, M., & Mankin, A. S. 2003)

En outre, les macrolides ont également des effets immunomodulateurs, en réduisant la
production de cytokines inflammatoires et en stimulant la production de cytokines anti-
inflammatoires, ce qui peut contribuer a leur efficacité dans le traitement des infections
bactériennes et virales. (Kanoh, S., & Rubin, B. K. 2010)

Les macrolides sont également connus pour leur action sur certains types de cellules
immunitaires, comme les macrophages et les lymphocytes, en modulant leur fonctionnement et
leur activité. (Tamaoki, J. 2004)
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1.7. B-lactamines
Selon. (Lima, L. M et al., 2020) Les bétalactamines rassemblent 1’ensemble des médicaments
antibiotiques dont la structure chimique comporte un noyau béta-lactame (d’ou leur nom)

e Les pénicillines ou pénames qui ont été les premieres bétalactamines disponibles : les
pénicillines G et V ; les pénicillines A ; les pénicillines M ; les carboxypénicillines ; les
uréidopénicillines.

e Les céphalosporines ou céphémes : les céphalosporines de premiere génération ; les
céphalosporines de deuxieme génération ; les céphamycines ; les céphalosporines de
troisieme génération.

e Les carbapénemes.

e Les monobactames

H
Rz ?]/N H S
o I )
0! R
CO,H
Cephalosporin
R K
7]/N I/
O
47N,
O/— SO;H
Carbapenem Monobactam

Figure 8: Structure des différentes classes d'antibiotiques B-lactamines (Worthington, R.
J., & Melander, C. 2013)
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Timeline of B-Lactam antibiotuics
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Figure 9: La révolution B-lactamines. (Lima, L. M et al.,2020)
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1.7.1. Mode d’action des p-lactamines

Les béta-lactamines sont une classe d'antibiotiques qui agissent en ciblant la paroi
cellulaire des bactéries.

Les bactéries ont une paroi cellulaire externe qui les protége et leur donne leur forme
caractéristique. Cette paroi cellulaire est composee de peptidoglycane, une molécule qui forme
un réseau tridimensionnel autour de la bactérie. (Cavallo, J.-D et al.,2004)

Méme auteur indiqué que Les béta-lactamines agissent en inhibant une enzyme appelée
transpeptidase, qui est responsable de la synthese du peptidoglycane. En bloguant cette enzyme,
les béta-lactamines empéchent la formation de la paroi cellulaire et affaiblissent la bactérie,
laissant les enzymes de lyse bactérienne telles que le lysozyme de I'h6te détruire la bactérie.

Cela peut finalement conduire a la mort de la bactérie, en particulier si la bactérie se divise
rapidement, ce qui est souvent le cas lors d'une infection. Les béta-lactamines sont
particulierement efficaces contre les bactéries a Gram positif, qui ont une paroi cellulaire plus
épaisse que les bactéries a Gram négatif.

Cependant, certaines bactéries a Gram négatif peuvent également étre sensibles aux béta-
lactamines, en fonction de leur structure de paroi cellulaire.

Les béta-lactamines sont utilisées pour traiter une grande variété d'infections
bactériennes, telles que les infections des voies respiratoires, les infections urinaires, les

infections de la peau et les infections de I’oreille. (Lima, L. M et al.,2020)

2. Larésistance des antibiotiques

L’activité antibactérienne des béta-lactamines est suffisamment puissante pour tuer les
bactéries susceptibles d’y étre affectées, ce qui en fait des composés antibiotiques bactéricides.
Plusieurs types de bactéries qui causent des maladies sont affectés par les effets antibactériens
des béta-lactamines. (Wilke, M. S et al., 2005)

IIs agissent en bloquant la formation de la paroi bactérienne, ce qui empéche la croissance
et la reproduction des bactéries de nombreux composés avec des structures chimiques
différentes et des utilisations médicinales diverses composent la grande classe des béta-
lactamines. (Wilke, M. S et al., 2005)
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2.1.  Généralités

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne ou les bactéries deviennent résistantes
aux effets des antibiotiques, ce qui rend ces médicaments inefficaces pour traiter les infections
bactériennes. Ce phénomene est di a la capacité des bactéries a évoluer et a s'adapter aux
médicaments utilisés pour les combattre. (Martinez, J. L. 2014)

L'utilisation excessive et inappropriée d'antibiotiques est un facteur important de la
résistance aux antibiotiques. Lorsque les antibiotiques sont utilisés a tort ou de maniere
excessive, ils peuvent favoriser la survie de bactéries résistantes et leur multiplication, ce qui
peut conduire a I'apparition de souches de bactéries de plus en plus résistantes aux médicaments.
(Ventola, C. L. 2015).

La résistance aux antibiotiques est un probléme de santé publique mondial, car elle
compromet I'efficacité des traitements antibiotiques et peut rendre les infections bactériennes
plus difficiles a traiter, voire impossibles a soigner. Les gouvernements, les professionnels de
la santé et le grand public sont encouragés a prendre des mesures pour lutter contre la résistance
aux antibiotiques, telles que l'utilisation prudente et responsable des antibiotiques, la mise en
place de stratégies de prévention des infections, le développement de nouveaux antibiotiques et
la recherche de nouvelles approches pour traiter les infections bactériennes. (Ravelli, Q. 2014).
2.2.Les types de résistance des antibiotiques.

Il existe plusieurs types de résistance aux antibiotiques, qui peuvent se manifester de
différentes maniéres chez les bactéries. Voici quelques exemples de types de résistance :
2.2.1. Reésistance naturelle.

La résistance naturelle aux antibiotiques est une capacité inhérente a certaines espéces
bactériennes qui leur permet de résister a certains antibiotiques sans avoir besoin d'acquérir de
nouveaux genes ou mécanismes de résistance. (Veyssiere, Anais, Jennifer. 2019).

Cette résistance est souvent due & la structure ou a la fonctionnalité de la membrane
cellulaire de la bactérie, qui peut empécher I'antibiotique d'entrer dans la cellule ou limiter son
efficacité. (Todar, K. 2011).

2.2.2. Reésistance acquise.
La résistance acquise aux antibiotiques est le résultat de modifications génétiques chez
les bactéries, qui leur permettent de résister aux effets des antibiotiques. Cette résistance peut

étre acquise par divers mécanismes, notamment : (\Veyssiere, Anais, Jennifer. 2019).
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e Mutations spontanées : les bactéries peuvent subir des mutations aléatoires qui leur
conférent une résistance aux antibiotiques.
e Transfert horizontal de genes : les bactéries peuvent échanger des fragments d’ADN
avec d'autres bactéries, ce qui leur permet d'acquérir des genes de résistance.
e Utilisation excessive et inappropriée d'antibiotiques : l'utilisation inadéquate des
antibiotiques peut favoriser la sélection des bactéries résistantes.
2.2.3. Reésistance croisée.

La résistance croisée des antibiotiques se produit lorsque des bactéries résistantes a un
antibiotique particulier deviennent également résistantes a d'autres antibiotiques ayant des
mécanismes d'action similaires.

Cela peut se produire lorsque les genes de résistance sont codés sur des plasmides ou des
transposons qui peuvent étre facilement transférés entre différentes especes de bactéries (Lazar,
V et al.,2014)

2.2.4. Efflux.

L'efflux des antibiotiques est un mécanisme de résistance acquis par les bactéries, qui leur
permet de pomper activement les antibiotiques hors de la cellule avant qu'ils ne puissent agir.

Ce mécanisme de résistance est courant chez de nombreuses bactéries Gram-négatives,
qui ont une membrane externe imperméable qui protege leur paroi cellulaire et leur membrane
cytoplasmique des antibiotiques. (Li, X. Z et al.,2015)

Antibiotique Antibiotique
rejeté

Exterieur

Intérieur

Pompe a efflux

Figure 10: Systéme d'efflux actif (Mousse, W. 2016).
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2.2.5. Resistance par voie enzymatique.

L'une des facons dont les bactéries peuvent devenir résistantes aux antibiotiques est par

I'utilisation d'enzymes appelées béta-lactames. Les béta-lactamases sont des enzymes qui

dégradent les antibiotiques de la famille des béta-lactamines, tels que la pénicilline et la

céphalosporine. (Bouguenoun, 2017)

2.2.6. Mécanismes non-enzymatiques

La bactérie se défend contre les antibiotiques sans utiliser les enzymes par modification

de la cible, imperméabilité, hyperproduction de systemes d'efflux. (Bouguenoun, 2017)

La figure 11. Illustre les principaux moyens de résistance bactérienne face aux
antibiotique.
9, = _J
Pompe a efflux d Absorption réduite
o ] | |
b/ 2
> Enzymes inhibitrices
@ \_j@ @ Modification de la cible
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Figure 11:Principaux moyens de résistance aux antibiotiques (Wistrand-Yuen et al., 2018)

2.3.

La résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie gram-négative qui est naturellement

résistante a de nombreux antibiotiques en raison de sa capacité a former des biofilms et a

développer des mécanismes de résistance. Les infections causées par P. aeruginosa sont

souvent difficiles a traiter en raison de cette résistance naturelle et acquise aux antibiotiques.

(Pang, Z et al., 2018)
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Figure 12: Mécanismes de la résistance aux antibiotiques médiée par le biofilm. (Pang, Z et
al., 2018)

Explication de schéma
Les antibiotiques pénetrent lentement dans le biofilm (vert) ; Certaines cellules du

biofilm expriment une réponse de stress adaptative permettant de survivre dans des conditions
difficiles (rouge) ; Le microenvironnement chimique modifié (jaune) a l'intérieur du Biofilm
induit une croissance lente des bactéries, ce qui réduit I'absorption des antibiotiques ; Des

cellules persistantes tolérantes aux médicaments sont formeées (blue).

La résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa peut étre due a plusieurs
mécanismes, tels que la production d'enzymes de dégradation des antibiotiques, I'efflux des

antibiotiques hors de la cellule bactérienne et la modification de la cible de I'antibiotique.

De plus, P. aeruginosa est capable d'acquérir de nouvelles résistances aux antibiotiques par
transfert de genes entre bactéries. (Lambert, P. 2002)

La multirésistance chez P. aeruginosa est habituellement décrite comme la résistance
ou la diminution de la sensibilité a au moins trois classes d’antibiotiques actifs sur les souches
sauvages. Peta-lactamines hors carbapénémes sauvages, ampC est réeprimeé de fagcon complexe
par les produits des genes qui lui sont associés, ampR et ampD, et n’est que faiblement exprimé.
(Pang, Z et al., 2018)
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Figure 13:Une représentation schématique des mécanismes de résistance antibiotique
intrinséque chez P. aeruginosa. (Pang, Z et al., 2018)

2.4.La résistance aux antibiotiques chez staphylococcus aureus

Le Staphylococcus aureus est une bactérie gram-positive qui peut causer diverses
infections, notamment des infections cutanées, des infections respiratoires et des infections du
sang. (Miller, L. S., & Cho, J. S. 2011)

Il est crucial d’examiner toutes les voies biochimiques potentielles de résistance que les

bactéries expriment avant d’enquéter sur les résistances de S. aureus. (Nikaido, H. 2009)

Plusieurs stratégies peuvent étre utilisées par les micro-organismes pour acquerir une

résistance a plusieurs médicaments.

Certaines personnes deviennent de plus en plus résistantes a tous ces médicaments
antimicrobiens contre les germes pathogenes en raison de leur utilisation prolongée de ce
médicament. Le schéma pour chaque type de mécanisme de résistance est montré ci-dessous
(Figure 14).

Pour survivre, les micro-organismes subissent des changements mutants dans leur ADN

chromosomique ou ARN, ce qui fournit une résistance.

La résistance a la méthicilline du Staphylococcus aureus est I’un des cas bien connus. Les
parois cellulaires des microbes servent de barrieres importantes et d'aide a leur survie, mais en
raison d'altérations de I'ADN chromosomique ou de mutations génétiques, la composition de la
paroi cellulaire ou de la membrane plasmatique peut changer, ce qui favorise les phénoménes
de résistance. (Mukherjee, R et al.,2021)
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REDUCED ALTERATION OF
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PATHWAY

Figure 14: Mécanisme de multi résistance aux médicaments (Mukherjee, R et al.,2021)

L’un des principaux composants du mécanisme MDR est la pompe a efflux de
médicaments.

Les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) sont des protéines liées a la membrane
qui sont souvent appelées pompes a efflux de médicaments qui sont spécifiquement impliquées
dans le transport de drogues dans les cellules. (Hiramatsu, K et al.,2014).

L'efflux et la perméabilité des médicaments dépendant de I'ATP sont endommagés par la
glycoprotéine P ou la protéine multirésistante (MRP), ce qui provoque une diminution des

concentrations intracellulaires du médicament. (Hiramatsu, K et al.,2014).
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Introduction

L’antibiogramme est un examen bactériologique qui permet de déterminer le profil
de résistance des bactéries pour une bonne prise en charge thérapeutique des malades. Les
résultats de 1’antibiogramme doivent étre corrects, précis et reproductibles car de leur

qualité dépend I'efficacité du traitement. (EUZEBY J. P 2010)

Pour la réalisation de I’antibiogramme, c’est la gélose de Mueller-Hinton Il qui est la
gélose recommandée. (MAURY M., 1987)

En effet, par sa composition, ce milieu offre de bonnes conditions pour la croissance
des bactéries et pour la diffusion des antibiotiques. (OMS,1994).

1. Généralite
1.1 Définition
L’antibiogramme est une technique de laboratoire qui permet de mesurer, la capacité d’un
antibiotique a inhiber la croissance bactérienne “in vitro”. Il renseigne, par conséquent, sur la
sensibilité des agents infectieux (A. Benouda, M.R. TAGAJDID mai- Juin 2008)
Il existe plusieurs méthodes de réalisation de 1’antibiogramme dont la plus utilisée est la
méthode de diffusion en milieu gélosé. (EUZEBY J. P 2010).
Cette méthode consiste a ensemencer des bactéries sur des milieux de culture contenant

différents antibiotiques et a évaluer leur croissance. (Jorgensen, J. H., & Ferraro, M. J. 2009).

Figure 15:Exemple d’antibiogramme

(https://sante.journaldesfemmes.fr/fiches-anatomie-et-examens/2752445-

antibiogramme-definition-schema-interpretation-resultat-prelevement-sensible).
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1.2 Le but

L'antibiogramme utilisé pour déterminer la sensibilité d'une souche bactérienne aux
différents envisagés. Le but principal de Il'antibiogramme est d'aider les médecins a
sélectionner le traitement antibiotique le plus efficace pour traiter une infection

bactérienne spécifique chez un patient. (OMS,2014)
Plus en détail, I'antibiogramme vise a :

e ldentifier la souche bactérienne responsable de l'infection : L'antibiogramme
permet de déterminer I'espéce de bactérie qui a aggrave l'infection en question.
e Déterminer la sensibilité aux préconisations : Une fois que la souche bactérienne
a été identifiée, I'antibiogramme permet également de déterminer la sensibilité de
cette souche a un certain nombre d'antibiotiques différents. Cela permet aux
médecins de savoir quels sont susceptibles d'étre efficaces contre cette souche
bactérienne et donc de choisir le traitement approprié.
e Eviter lutilisation d'antibiotiques inutiles : L'antibiogramme aide & éviter
I'utilisation d'antibiotiques inutiles ou inefficaces, ce qui peut contribuer a réduire
le risque de résistance aux risques. En utilisant des spécifiques qui sont efficaces
contre la souche bactérienne en question, les médecins peuvent aider a prévenir le
développement de résistances.
e Prévenir les infections nosocomiales
2. Les types de I’antibiogramme
L'antibiogramme est un test de laboratoire qui permet de déterminer quels sont les plus
efficaces pour traiter une infection bactérienne spécifique. Il existe plusieurs types
d'antibiogrammes, chacun ayant ses avantages et ses limites. (Institut des normescliniques et
de laboratoire, 2021).
2.1. Antibiogramme standard
Cet antibio test est utilisé pour déterminer la sensibilité desbactéries aux couramment
utilisees. Les bactéries sont cultivées sur une plaque de Pétri contenant différents désignés, et
la croissance bactérienne est évalué pour chaque antibiotique. Les résultats sont ensuite
interprétés en fonction desconcentrations minimales inhibitrices (CMI) de chaque antibiotique.
2.2. Antibiogramme automatisé
Cet antibio test utilise des systémes automatisés pour déterminer la sensibilité des

bactéries aux intéressés. Les bactéries sont cultivées dans des Flacons contenant des spécifiques
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et des capteurs mesurant la croissance bactérienne en temps réel. Les résultats sont ensuite

traduits automatiquement par le systeme informatique.

2.3. Antibiogramme séquentiel
Cet antibio test utilise une série de plaques de Pétri contenant différents désignés, qui
sont testes séquentiellement pour déterminer lasensibilité des bactéries a chaque antibiotique.

Les résultats sont interprétés en fonction de la croissance bactérienne sur chaque plaque.

2.4. Antibiogramme en micro-dilution

Cet anti bio test utilise des plaques de micro-dilution contenant différentes concentrations
d'antibiotiques. Les bactéries sont cultivées sur les plaques et les résultats sont interprétés en
fonction des CMI de chaque antibiotique.
2.5. Antibiogramme de gradient

Cet anti bio test utilise des plagues de gradient qui contiennent des concentrations
croissantes d'antibiotiques. Les bactéries sont cultivéessur les plaques, et la sensibilité des
bactéries a chaque antibiotique est fonction de la distance de la croissance bactérienne par

rapport au gradient d'antibiotique.

3. Technique de I’antibiogramme

L'antibiogramme est réalisé en plusieurs étapes, qui peut varier selon la méthode utilisée.
Voici les étapes générales de I'antibiogramme de diffusion sur disque, qui est la méthode laplus
courante :
3.1. Prélevement de I'échantillon clinique

Un échantillon clinique, tel que du sang, de I'urine ou des secrétions, est prélevé sur le
patient et transporte au laboratoire dans des conditions appropriées. (Emanuel G et al. 2015)
3.2. Culture bactérienne Culture bactérienne

L'échantillon clinique est placé sur un milieu de culture bactérienne et incubé a une
température et pendant une durée appropriée pour permettre la croissance des bactéries.
3.3. Identification de la souche bactérienne

Les bactéries sont révélées a l'aide de tests biochimiques ou de la spectrométrie de masse
pour déterminer le genre et I'espéce bactérienne responsables de I’infection. (Bailey and Scott's
ed. Forbes et al. (2013) et ""Topley and Wilson's ed. Borriello et al. 2010).
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3.4. Préparation des disques d'antibiotiques

Des disques contenant différents supposés sontplacés sur la surface de la culture
bactérienne, généralement en utilisant une plaque de Petri. (Emanuel Goldman et Lorrence
H. Green 2015)

3.5. Incubation

La plaque de Petri est incubée a une température et pendant une duréeappropriée pour
permettre la croissance des bactéries en présence des Possibles. (Bailey and Scott's ed. Forbes
al. 2013et Topley and Wilson's ed. Borriello al. 2010).
3.6. Mesurée les zones d'inhibition

Apres l'incubation, les zones d'inhibition de la croissance bactérienne autour de chaque
disque d'antibiotique sont mesurées a l'aide d'un calibre ou d'une régle. La taille des zones
d'inhibition est directement corrélée a lasensibilité des bactéries a I'antibiotique. (Emanuel
Goldman et Lorrence H. Green 2015 et ed. Jorgensen et al .2015)
3.7. Interprétation des résultats

Les résultats de I'antibiogramme sont interprétés en fonction des criteres établis par les
normes du laboratoire ou des recommandations nationales et internationales. Les bactéries
peuvent étre classées comme sensibles, intermédiaires ou résistantes a chaque antibiotique testé.
(Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) et "European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) guidelines).
4.Limites et précautions de I'antibiogramme
4.1. Limites de I'antibiogramme

Les résultats de I'antibiogramme peuvent étre influencés par divers facteurs, tels que les
conditions de stockage et de transport des échantillons, la qualité des milieux de culture, et la
technique de mesure utilisée.

Les résultats de I'antibiogramme peuvent varier en fonction de la souche bactérienne
testée, deson niveau de résistance aux antibiotiques, ainsi que de la méthode d'antibiorésistance

utilisée.

Les résultats de l'antibiogramme peuvent également étre influencés par la présence
d'autres microorganismes dans I'échantillon, tels que des champignons ou des virus. (Leclercq,
R., & Courvalin, P. 2011)
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5.I'interpretation de I'antibiogramme

L'interprétation des résultats de l'antibiogramme doit étre réalisée avec précaution en
considérant les données cliniques du patient et en prenant en compte les limites de latechnique.
(Jorgensen et al., 2015)

L'interprétation de l'antibiogramme repose sur la mesure de la zone d'inhibition de
croissance formee autour du disque d'antibiotique. La taille de cette zone est adaptée en

millimetres et est un indicateur de la sensibilité de la bactérie a I'antibiotique testé.

Geénéralement, une plus grande zone d'inhibition de croissance indique une plus grande
sensibilité de la bactérie a l'antibiotique. Cela signifie que I'antibiotique est plus efficace pour
inhiber la croissance de cette souche bactérienne spécifique.

A l'inverse, une petite zone d'inhibition de croissance indique que la bactérie est moins
sensible a l'antibiotique ou qu'elle est résistante. Cela suggere que l'antibiotique est le moins

efficace pour inhiber la croissance de cette souche bactérienne en particulier.

Il est important de noter que l'interprétation de I'antibiogramme ne se limite pas seulement
a la taille de la zone d'inhibition. D'autres facteurs, tels que les concentrations minimales
inhibitrices (CMI), peuvent également étre pris en compte pour déterminer la sensibilité ou la
résistance d'une bactérie a un antibiotique spécifique. (L’Organisation mondiale de la Santé
(OMS), les Centers for Disease Control and Prevention (CDC) ou des sociétés savantes en
microbiologie et en infectiologie).
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Tableau 06 : Criteres de catégorisation selon les valeurs critiques (COMITE DE
L’ANTIBIOGRAMME DE LA SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE)

Catégorie CMI (mg/L) Diamétre (@) (mm)

S CMI<c @>D

R CMI>C p<d

I Ic<CMI<C ¢ <d
C : concentration critique supérieure S : sensible
C : concentration critique inférieur R : résistant
D : diamétre concentration critique supérieure | : intermédiaire
d : diamétre concentration critique inférieure @: diametre mesuré
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Matériels et méthodes

La résistance bactérienne face aux antibiotiques est considérée comme un veritable
majeur probléme sanitaire et important mondialement mais aussi grave a 1’échelle nationale due
au mauvais usage des antibiotiques, qui menace la santé publique. En Algérie et récemment,
les études sont basées surtout sur la résistance aux antibiotiques chez les bacilles a Gram
négatifs.

Pour cela notre étude vise a déterminer la résistance bactérienne, en particulier chez les
bactéries Staphylococcus aureus Gram + et Pseudomonas aeruginosa, Gram - aux antibiotiques
appartenant aux familles des bétalactamines et des macrolides, en utilisant des tests
d'antibiogramme. Et a comprendre les mécanismes bactériens impliqués dans la résistance aux
antibiotiques, Les résultats de I'étude peuvent améliorer la prescription d'antibiotiques en
fonction des profils de résistance des bactéries et orienter le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour lutter contre les infections bactériennes résistantes.

Ce travail a été mené au laboratoire de recherche de l'université ABBES LAGHROUR
de KHENCHELA dans le cadre d’obtenir un diplome de Master en biochimie appliquée.

1. Matériels

1.1 Matériels Biologigue

L’¢évaluation de I’antibiogramme des différents antibiotiques choisis. Ont été testés sur deux
types de souches bactériennes potentiellement pathogenes : Staphylococcus aureus qui est une
bactérie a Gram positif et Pseudomonas aeruginosa qui est une bactérie a Gram négatif. Ces
bactéries ont été fournies par le laboratoire de bactériologie de I'Hopital. Les deux espéces

bactériennes choisies constituent un probleme majeur de santé.

1.2 Matériels de laboratoire

e Milieu de culture : gélose Mueller-Hinton (MH) stérile, bouillon nutritif stérile, solution
saline physiologique stérile

e Disques d'antibiotiques : oxacilline, aztreonam, amoxicilline, spiramycine

e Equipements de laboratoire : pipette, bec bunsen, embouts stériles, écouvillons stériles,
spectrophotomeétre, cuves, regle, boites de Pétri stériles, une pince stérile

e Incubateur : pour la culture des bactéries a 37°C
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Bec bunsen Incubateur a 37° Pipette pasteur
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nutritif saline physiologique stérile hintonstérile

Photos A : Matériels de laboratoire (Photos originales)
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2. Méthode
2.1 Principales caractéristiques des souches testées

2.1.1 Staphylococcus aureus

Le genre Staphylococcus est une coque a gram positif appartenant a la famille des
Staphylococcus immobiles, caractérisés par leurs groupements rappelant celui des grains d’une
grappe de raisins. C’est un germe ubiquitaire, retrouvé dans le sol, 1’air et 1’eau. 11 est aussi un
commensal de la peau et des muqueuses de I’homme. Il est trouvé chez 15 a 30 % des individus
sains au niveau de leurs fosses nasales. Staphylococcus aureus possede un pouvoir. Il est
susceptible de sécréter différentes toxines et des enzymes qui entrainent des liaisons

suppuratives et nécrotiques (Sante médecine. Comment ¢ca marche.net)
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Figure 16:Aspect de Staphylococcus aureus (http://fr.wikipedia.orge/wiki/)

2.1.2 Pseudomonas aeruginosa

Le Pseudomonas aeruginosa, également connu sous le nom de bacille pyocyanique, est une
bactérie que I'on trouve partout dans la nature, et en particulier dans les milieux humides et
chauds. Habituellement, cette bactérie est peu agressive envers I'nomme, mais elle peut devenir
pathogéne (responsable d'une maladie) dans certaines circonstances. Tres résistante face aux
traitements antibiotiques, elle est notamment en cause dans une part croissante des maladies
nosocomiales, les maladies contractées lors d'un séjour dans une structure de soins. (Sante

meédecine. Comment ¢a marche.net)
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Figure 17:Aspect de Pseudomonas aeruginosa (http://fr.wikipedia.orge/wiki/)

2.2 Evaluation de I’antibiogramme des différents antibiotiques

2.2.1 Préparation de préculture (réactivation des souches)

Les tests d’antibiogramme doivent étre réalisés a partir des cultures bactériennes jeunes de 18h
a 24 heures en phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches est effectuée par
I’ensemencement des deux espéces bactériennes (P. aeruginosa et S. aureus) dans un milieu
liquide BN (Bouillon nutritif). Et homogénéiser a I’aide d’un vortex. Incuber les suspensions
bactériennes a 37°C pendant 24 heures.

Apres incubation de 18h a 24h a 37°C, un deuxiéme repiquage est réalisé dans des boites de
Pétri contenant la gélose nutritive GN puis incuber 18h a 24h a 37°C.

s ) Ne - B

=y
.

Photos B : Prélevée une colonie bactérienne de Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa par une pipette pasteur stérilisée a 1’aide d’une flamme provenant du bec bunsen

avant et apres chaque utilisation. (Photos originales)
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Photos C : Inoculée la colonie dans 5 ml de bouillon nutritif stérile et homogénéiser,
Incuber la suspension bactérienne a 37°C pendant 24 heures. (Photos originales)

2.2.2 Preparation de la suspension bactérienne et standardisation

A partir des cultures jeunes (18 h), sur les milieux Gélose nutritive (GN), prélever 3a 5
colonies bien isolées et identiques dans 5ml d’eau physiologique stérile, agiter au vortex
pendant quelques secondes.

La standardisation de la suspension & 10¢ UFC/ml, est réalisée a 1’aide d’un
spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de 530 nm.

Selon Mac Ferland, on admet une DO (530 nm) comprise entre 0,08 et 0,1 qui
correspondent & une concentration de 107a 10¢ germes/ml ; la suspension d’inoculum est diluée

a 1/10 dans de I’eau physiologique stérile pour avoir une concentration de 106 germes/ml.

Photo D: On a prélevé Photo E : On a transféré Photo F : On a verse
une petite quantité de la chaque suspension chaque suspension
suspension bactérienne bactérienne dans un tube bactérienne dans une
(Photo originale) contient 5 mL d’eau cuvette de
physiologique (Photo spectrophotomeétre
originale) (Photo originale)
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. &

Photos G : On a mesuré la densité optique la suspension bactérienne a l'aide du
spectrophotometre. (Photos originales)

2.3 Evaluation de ’antibiogramme par la méthode de diffusion par disque
2.3.1 Principe
Elle permet d’évaluer la résistance bactérienne aux différents types d’antibiotiques par la
méthode de diffusion en gélose par I’utilisation des disques d’antibiotiques stériles. Elle
consiste a estimer I’inhibition de la croissance des germes testés
Soumis au contact des antibiotiques (ATB) a tester, elle est surtout utilisée en étape préliminaire
a des études plus approfondies, car elle permet d’accéder a des résultats essentiellement
qualitatifs.
La technique utilisée est selon recommandations de standardisation de 1’antibiogramme (CLSI,

2016). Haddouche (figurel8)

Disquesl de papier imbibé de I’échantillon a tester Tapis\bactérien

>
Inoculum Incubation a 37°C

Bactérien pendant 24heures

Boites de pétri Diametre d’inhibition

Milieu MH

Figure 18:Principe de I'antibiogramme (CLSI, 2016). Haddouche
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2.3.2 Protocole expérimental
Couler aseptiquement le milieu de culture gélosé Muller Hinton (MH) en surfusion (45°C) dans
des boites de Pétri a raison de 15ml par boite. Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.

Préparer une suspension bactérienne de 10: UFC/ml a partir d’une culture jeune de 18 heures.

Tromper 1’écouvillon dans la suspension bactérienne puis ensemencer en surface les boites
coulées déja par MH. L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi
interne du tube, afin de le décharger au maximum.

Frotter I’écouvillon sur la totalit¢ de la gélose de haut en bas, en stries serrées en répétant
I’opération 2 fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter
I’écouvillon sur lui-méme.

Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon par la périphérie de la gélose (Courvalin et

Leclreq, 2012).

-:- -
oﬁ L

- T~_A

Photos H : Ensemencement a | aide d"un écouvillon. (Photos originales)

Photo I : Boite pétri contient une Photo J : Boite pétri contient une
souche de Staphylococcus aureus. souche de Pseudomonas
(Photo originale) aeruginosa, (Photo originale)
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2.3.3 Dépot des disques

A T’aide d’une pince stérile, déposer des disques d’antibiotiques stériles (bétalactamines
(oxacilline 5 mcg, aztreonam 30 mcg et amoxicilline 30 mcg) et macrolide (spiramycine 100
mcg) sur la gélose dans chaque boite qui contient une souche bactérienne (Quatre disque par
boite). Appuyant légerement, pour assurer un contact uniforme avec le milieu. En les espacant
suffisamment pour éviter les chevauchements.

Les boites de pétri sont ensuite laissees sur paillasse pendant 30mn et mises a I’¢tuve a 37°C

pendant 24 heures.

Photos K : La Mise en place des disques d'antibiotiques dans les boites pétries (Photos

originales)

Photos L : On a laissé les boites de pétris sur paillasse pendant 30mn (Photos

originales)
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—

Photo M : On a mis les boites pétries dans une étuve & 37°C pendant 24h (Photo

originale).

Aprés écoulement du temps nécessaire, on a récupéreé les boites pétris et on commence la lecture
de I'antibiogramme avec une régle spécifique et en mesure du diamétre des zones d inhibition
de chaque pastille d antibiotique, ensuite on évalue leurs effets bactéricide et bactériostatique
d"apreés leur concentration minimale inhibitrice (CMI).
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Résultats et discussion

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un enjeu de santé publique majeur. Elle
est en augmentation depuis plusieurs décennies, engendrant des difficultés a traiter les patients.
Elle entraine une augmentation de la durée des soins et de la morbidité associée aux infections
et peut remettre en cause le pronostic vital. De nombreux travaux s’intéressent a la résistance
aux antibiotiques, mais peu se basent sur des données de vie réelles.

Notre choix s’est porté sur deux micro-organismes a Gram différents, respectivement le
P. aeruginosa (Gram négatif) et S.aureus (Gram positif), en raison de leur trés large implication
dans les phénomenes de contamination et d’infection rencontrées dans le domaine Médical.

Dans cette partie, nous allons présenter les résultats obtenus dans notre travail relatif aux
parametres mesurés.

3. Lecture des résultats

Les diamétres d’inhibition autour des disques sont mesurés puis ils sont comparés aux diamétres
critiques conformement aux normes CASFM. (Comité de I’Antibiogramme de la Société
Francais de Microbiologie).
On note si la souche est sensible, intermédiaire ou résistante en fonction de la taille du diamétre

d’inhibition autour du disque d’antibiotique (Courvalin et Leclerq, 2012).

i Interpretive Categories and Zone Diameter Dreakpoints
@ | A )
Sonsible ($) Intermédiaire (1) | Résistante (R)
) + ‘ ———
2 2 18-20 17y
22 20-22 19

PP R
Zone d'inhibition = 8 mm

c

“

Zone d'inhibition = 27 mm

] # Culture bactérienne

Figure 19:Lecture des résultats d"antibiogramme (microbiologie-clinique).
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3.1. Résultats

Apres 24 heures d incubation dans les meilleures conditions (température 37°C, humidité
707.).

3.1.1 Pour la bactérie Staphylococcus aureus

Le tableau ci-apres présent les résultats de 1’antibiogramme pour la souche de Staphylococcus

aureus
Tableau07 : Résultat de I’antibiogramme pour Staphylococcus aureus
Antibiotique Ox AMX AZT SP
Diamétre (mm) 30 4 2 34
Catégorie clinique R S S R

m Ox
B AMX
AZT
SP

Figure20 : Taux de résistance de Staphylococcus aureus

Disque Amoxicilline

Disque aztreonam

Disque oxacilline

Disque spiramycine

Zones d’inhibition

Photos N : Lecture des ATBG en utilisant quatre disques d antibiotiques différent (Disque
Aztreonam, Disque Amoxicilline, Disque Oxacilline, Disque Spiramycine) sur
Staphylococcus aureus (photo originale)
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On déduire que la souche bactéerienne Staphylococcus aureus identifiée est résistance a 50 %
aux antibiotiques testés (Figure 20) tels qu’Oxacilline et Spiramycine avec une zone
d inhibition supérieure @ 30 mm, alors qu’elle est sensible & 50% pour les autres antibiotiques
Aztreonam et Amoxicilline avec une zone d inhibition inférieure a 10 mm. (Photos N)

Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Thati et al., 2010) qui ont mis en évidence
une augmentation de la taille des zones d’inhibition en présence des ATB, la taille est différente
d’un ATB a un autre des ATB de la famille des B-Lactamines, des céphalosporines, des
macrolides...etc.

S. aureus est un des agents responsables d’infections nosocomiales, les conséquences sont
séveres du fait de leur résistance croissante aux antibiotiques. C’est essentiellement le portage
nasal de cette bactérie qui en est responsable. Les infections a staphylocoques sont ubiquitaires
et peuvent se présenter sous forme d'infections communautaires ou nosocomiales.

Selon (Felten et Casin, 2003) la détection de la résistance des staphylocoques est trés
hétérogenes a la méticilline est parfois impossible par les tests a I'oxacilline.

La totalité des souches S. aureus isolés sont résistantes a 1’oxacilline et a la pénicilline G
(100%). Selon plusieurs auteurs cette résistance repose deux grands types de mécanismes qui
sont identiques pour les S. aureus et pour les Staphylococcus a coagulase négative : un
mécanisme de résistance extrinséque par production d’enzymes inactivant 1’antibiotique
(pénicillinase) et un mécanisme de résistance intrinseque par modification des protéines de
liaison a la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP2a (Quincampoix et
Mainardi, 2001).
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Figure 21 : Pourcentage de résistance enregistré avec les béta-lactamines au CMSC de
1996 a 2006. Am : ampicilline, Amc : amoxicilline, Amx : amoxicilline /acide clavulanique,
Cf : céfazoline.
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Selon Karou SD1,3,4, Nadembega MCW L’amoxicilline par exemple est ’ATB de
le ligne pour le traitement des infections respiratoires aigués (IRA) de I’enfant, notamment de
moins de 5 ans. Elle n’est plus prescrite pour les infections urinaires, ou elle a été remplacée
par la ciprofloxacine.

La résistance aux macrolides est de 69,56%, 52,17% (érythromicine, spiramicine), ce taux
de résistance a 1I’érythromicine correspond a d’autre études de Allioua en 2010 et de Aouati en

2009 qui ont trouvé des pourcentages de 64,5% et 42,5% respectivement (Figure22).
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Figure 22 : La résistance et la sensibilité des souches S. aureus aux macrolides

Staphylococcus aureus est généralement sensible a I'aztreonam : L'aztreonam est une béta-
lactamine spécifiqguement active contre certaines bactéries a Gram négatif, mais inactive contre
les bactéries a Gram positif telles que Staphylococcus aureus. Par conséquent, Staphylococcus
aureus est généralement sensible a I'aztreonam (Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
1982)
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3.1.2 Pour la bactérie Pseudomonas aeruginosa
Le tableau ci-apres présent les résultats de 1’antibiogramme pour la souche de Pseudomonas
aeruginosa

Tableau08 : Résultat de 1I’antibiogramme pour Pseudomonas aeruginosa

Antibiotique Ox AMX AZT SP
Diamétre (mm) 1 2 00
Catégorie clinique R R R R

m Ox
AMX
AZT

:

Figure23 : Taux de résistance de Pseudomonas aeruginosa

Disque Qxacilline
Disque spiramycine

Disque Azireonam

Photo O : Lecture des ATBG en utilisant quatre disques d antibiotiques différent (Disque
Aztreonam, Disque Amoxicilline, Disque Oxacilline, Disque Spiramycine) sur Pseudomonas

aeruginosa (Photo originale).
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On deduire que la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa identifiée est résistance a 100
% aux antibiotiques testés (Figure 23) Oxacilline et Spiramycine Aztreonam et Amoxicilline
Avec une zone d'inhibition inférieure a 10 mm, (Photos O).

La résistance du Pseudomonas aeruginosa occupe une position centrale dans la problématique
actuelle des infections urinaire. En effet Cette bactérie posséde une membrane externe
faiblement perméable, ce qui lui confere une résistance naturelle & de nombreux antibiotiques,
dont la plupart des B-lactamines hydrophiles cette résistance naturelle résulte le plus souvent
de l’intervention d'autres mécanismes, comme la production d'une cephalosporinase
chromosomique et I'existence d'un systeme d’efflux. (Carpentier et al.,2003.

Pseudomonas aeruginosa n'est généralement pas résistante a l'aztreonam, qui est une béta-
lactamine spécifiquement active contre cette bactérie. L'aztreonam est souvent utilisé pour
traiter les infections causees par Pseudomonas aeruginosa, notamment chez les patients
présentant une sensibilité réduite aux autres béta-lactamines (Clinical Microbiology Reviews,
2004)

Cependant, il est vrai que Pseudomonas aeruginosa peut développer une résistance aux autres
antibiotiques béta-lactamines tels que I'amoxicilline et I'oxacilline. Ces bactéries peuvent
produire des enzymes appelées béta-lactamases qui inactivent ces antibiotiques (UpToDate,
consulté en septembre 2021)

Quant aux macrolides, la spiramycine n'est généralement pas utilisée pour traiter les infections
causées par Pseudomonas aeruginosa, car cette bactérie présente une résistance intrinseque aux
macrolides tels que I'érythromycine et I'azithromycine. Les macrolides sont peu actifs contre
Pseudomonas aeruginosa en raison de l'efflux actif de ces antibiotiques hors de la cellule
bactérienne (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2003)

La multirésistance de cette bactérie consiste un grand probleme thérapeutique, ce qui fait que
le traitement avec des antibiotiques est une guerre difficile a gagner. Par la capacité intrinséque
ou acquise des mécanismes de résistance aux antibiotiques, cette capacité due a une grande
régulation génomique des genes de résistance par la surexpression et des mutations inactivatrice
ou par I’acquisition des genes productrice des beta—lactamase et d'enzymes modifiant les
aminosides. Malheureusement, cette régulation génomique permet a P.aeruginosa d’étre une
bactérie multirésistante (panrésistante) (Bonomo et Szabo, 2006).

Le tableau ci-apres présent Concentrations critiques et diametres critiques pour les
Pseudomonas d'apres le CASFM 2019
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Tableau 09 : Concentrations critiques et diametres critiques pour les Pseudomonas d'apres le

CASFM 2019
Antibiotiques CMI (mglL) Charge du | Diamétres d'inhibition (mm)
Limites | O Cible | Limites
acceptables acceptables
Amikacine 2 14 30 22 18-26
Aztréonam 4 28 30 26 23-29
Céfépime 1-2 0,5-4 30 28 25-31
Ceftazidime 2 14 10 24 2127
Ceftazidime-avibactam *4 1-2 054 10-4 24 21-27
Ceftolozane-tazobactam'** 05 0,25-1 3010 28 25-3
Ciprofloxacine 05 0,25-1 5 29 25-33
Colistine® 1-2 0,5-4
Doripéneme 0,25 012505 10 31-32 28-35
Fosfomycine 4 248
Gentamicine 1 052 10 20 17-23
Imipénéme 2 14 10 24 20-28
Lévofloxacine 12 0,54 5 22-23 19-26
Meéropéneme 05 0,25-1 10 30 21-33
Netilmicine 2 05-8 10 18 15-21
Pipéracilline 24 1-8 .
Pipéraciline-tazobactam'** 24 18 30/6 26 23-29
Ticarcilline 16 8-32 -
Ticarcilline-acide 16 8-32 7510 24 20-28
clavulanique?*
Tobramycine 05 0,25-1 10 23 20-26

" Pour la mesure de la CMI, la concentration du tazobactam est de 4 mg/L.

* Pour la mesure de la CMI, la concentration de |'acide clavulanique est de 2 mg/L.

* K pneumoniae ATCC 700603 peut &tre utilisé pour le contrdle de l'nhibiteur.

“E. coli ATCC 35218 (producteur de béta-lactamase TEM-1) peut &tre uhllsé pour le contréle de linhibitewr.

¥ Pour la mesure de la CMI, la concentration d'avibactam est de 4 ;ndg

" La méthode de référence pour la mesure de la CMI est la méthode de dilution en agar. Realiser le contrile de qualité
avec une souche sensible (E.coll ATCC 25922 ou P. aeruginosa ATCC 27853) et la muche resistante E. coli NCTC 13846
(mer-1 positive).
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La prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dans le domaine
de la santé. En devenant insensibles a tout traitement, ces bactéries limitent la gamme
d’antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. La situation est d’autant plus alarmante
que les infections causées par les bactéries résistantes entrainent souvent une prolongation de
I’état pathologique et un accroissement du taux de mortalité. L’acquisition de ces multiples
résistances a engendré une perte d’efficacité de 1’antibiothérapie pour, finalement, conduire &
une impasse thérapeutique (Guinoiseau, 2010). Les principaux mécanismes de résistance sont

détaillé dans le tableau ci -dessous.

Tableau 10 : Principaux mécanismes de résistance (A. Decoster ,2016)

Classes Mecamsme Espece Support
Staphylocogue Plasmide
Betalactamases Bacilles Gram - chromosome
Staphylocogques Plasmide
Enterocogues Chromosone
Beétalactamines Modification des PLP
FPrneumocogques Transformation
Gonocogues
Haemaphilus Multiples
FPrendomonas
Aminosides
Impermeabilite Freudomonas Plasmide et
chromosome
Coques 4 Gram +
Enzymes APH. Bacilles a Gram - Flasmide
ANT AAC
Modification ribosomes | Coques a Gram + Plasmide et
chromosome
MILS
Impermeabilite Haemophilus Plasmide et
chromosome
Inactivation ! Plasmride
enzymnaticque
Chuinolones Modification de la topo | Bacilles a Gram - Plasmide et
2 chromosome
Imperméabilite
Tetracyclines Elimination ! Plasmide
Impermeabilite ! Plasmide et
chromosome
Pheénicoles Inactivation
enzymaticque ! Plasomde
Polypeptides Impermeabilite Bacilles a Gram - Plasmide et
chromoscme
Transcriptase modifies Plasmide et
Rifampicine ! chromoscme
Glycopeptides ! Enterocogques Plasomde
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Conclusion générale

La résistance des bactéries Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa aux
antibiotiques macrolides et aux beta lactamine est un probleme croissant dans le domaine de la
santé.

Les macrolides et les beta lactamines sont des classes d"antibiotiques couramment utilisés
pour traiter les infections bactériennes, mais la résistance a ces médicaments compromettent
leur efficacité.

Dans cette etude nous avons déterminer la résistance bactérienne, en particulier chez les
bactéries Staphylococcus aureus Gram + et Pseudomonas aeruginosa Gram - aux
antibiotiques appartenant aux familles des bétalactamines et des macrolides, en utilisant des
tests d'antibiogramme.

Les résultats obtenus ont montré que S. aureus présente une sensibilité a I’oxacilline et a
la spiramycine, ce qui signifie que ces antibiotiques sont efficaces pour inhiber la croissance de
cette bactérie. Cependant, S. aureus a montré une résistance a I’aztreonam et a I’amoxicilline,
indiquant que ces médicaments ne sont pas efficaces pour traiter les infections causées par cette
souche de bactérie.

En ce qui concerne P. aeruginosa, les résultats ont révélé une résistance a tous les
antibiotiques testés, y compris les béta-lactamines (oxacilline, aztreonam, amoxicilline) et
macrolide (spiramycine). Cette résistance géneralisée souligne la difficulté de traiter les
infections causées par P. aeruginosa, car les antibiotiques couramment utilisés ne sont pas
efficaces.

Ces conclusions mettent en évidence la présence de résistances aux antibiotiques parmi
les souches de Staphyloccocus aureus et Pseudomonas aeruginosa étudiées. Cette résistance
peut étre attribuée a plusieurs facteurs, tels que I’utilisation abusive et inappropriée
d’antibiotiques, la transmission de genes de résistance entre les bactéries et la capacité
intrinseque de ces bactéries a développer des mécanismes de résistance.

Il est essentiel de prendre des mesures pour lutter contre la résistance aux antibiotiques,
telles que la promotion d’une utilisation rationnelle des médicaments, le développement de
nouveaux antibiotiques et ’amélioration des pratiques d’hygiéne pour prévenir les infections.
La surveillance continue de la résistance aux antibiotiques et la recherche sur de nouvelles
stratégies thérapeutiques sont nécessaires pour faire face a ce probléme croissant de santé

publique.
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