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Introduction

1

Longtemps considéré comme un problème de santé publique, le monde bactérien n’a cessé
d’étonner le monde scientifique, de par son évolution constante, et sa résistance face aux
progrès médicaux réalisés par les chercheurs tentant en vain de trouver une solution, un
remède miracle. (Sjolund M et al.,2008).

C’est ainsi que les antibiotiques firent leur apparition, en tant que traitement idéal contre
divers types d’infections bactériennes qui autrefois étaient souvent fatales. Si, jusqu’alors, le
développement de nouvelles molécules a permis d’ignorer l’apparition des résistances
bactériennes, force est de constater que celles-ci commencent à générer de véritables
problèmes thérapeutiques aussi bien en milieu hospitalier qu’en milieu communautaire et
risquent, à terme, d’aboutir à de véritables impasses thérapeutiques (Schoindre .Y et al .,
2005).

La résistance bactérienne aux antimicrobiens est un phénomène qui n’est ni nouveau ni
surprenant .En effet, les bactéries ont la capacité à s’adapter aux changements de leur
environnement en développant des mécanismes pour se protéger des attaques

( Sjolund M et al., 2008).

La diversité de ces mécanismes de résistance imposent aujourd’hui une surveillance
épidémiologique périodique et la mise en place de mesures prophylactiques sérieuses et
efficaces (Nazih et al., 1998).

La détection de cette résistance permet de prévenir et de ralentir la diffusion de souches multi
résistantes et d’optimiser le choix de l’antibiothérapie.
C’est dans cette optique que nous avions jugé nécessaire de réaliser cette étude portant sur le
niveau de resistance aux antibiotiques des bactéries physiopathologiques Gram négatifs et
Staphylococcus aureus isolés au laboratoire privé d’analyses médicales de Dr Zibouche à Ain
Defla.

Nous nous sommes proposé de présenter ce travail en trois parties :

 La 1ére Partie, est consacrée à un bref rappel sur les bactéries pathogènes et les
différents types d’infections qu’elles génèrent, ainsi que leurs mécanismes de
résistance aux  principaux antibiotiques

 La 2éme parie, décrit les matériels et méthodes pour l’analyse détaillée de nos souches
isolées venant des différents patients au niveau du laboratoire d’analyse médicales de
Dr Zibouche à Ain Defla.

 Et enfin la 3éme partie, notre travail est réservé à la présentation et discussion de
l’ensemble des résultats obtenus.



Synthèse bibliographique Chapitre I

2

A.les bactéries à Gram négatifs

1. structure de la paroi

Les bactéries à Gram- ont un cytoplasme englobé par la membrane cytoplasmique, elle même
entourée du périplasme puis du peptidoglycane, responsable de la forme et de la rigidité des
bactéries, ce peptidoglycane est un réseau assez lâche dans lequel les antibiotiques pénètrent
facilement. Le peptidoglycane est beaucoup plus fin sur les Gram-.), il est surmonté d'une
membrane externe constituée de phospholipides, de lipopolysaccharides et de canaux
protéiques appelés porines.

Figure 1:structure de la paroi de bactéries à Gram négatif(Gaudy C et al,2005)

PG : peptidoglycane ; PLP : protéines liant les pénicillines ; MC : membrane cytoplasmique ;
CT : cytoplasme ; ME : membrane externe ; EP : espace péri plasmique.

2. Les entérobactéries

2.1 Définition

Les entérobactéries sont des bacilles à Gram négatif (BGN) définis classiquement par les
critères suivants :
 Bacilles souvent mobiles par une mobilité péri triche ou immobiles.
 Non exigeants, leur culture est facile sur milieux ordinaires.
 Dépourvues de cytochrome oxydase.
 Possèdent un nitrate réductase, enzyme qui réduit les nitrates en nitrites.
 Aéro-anaérobies facultatifs.
 Dégradent le glucose par une voie fermentaire avec ou sans production de gaz

(Freney et Croze, 2007).
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2.2 Caractères morphologiques et culturaux :

2.2.1. Caractères morphologiques :

Les Entérobactéries ont en général une morphologie typique. Ce sont des bacilles à Gram
négatif de 2 à 3μ de long sur 0,6μ de large. Les Proteus sont très polymorphes, en forme
longue et filamenteuse ou petits bacilles droits. Les espèces mobiles les plus nombreuses le
sont par une ciliature péri triche. Les autres sont immobiles. On note parfois la présence d'une
capsule visible au microscope chez certains genres comme Klebsiella. La plupart des espèces
pathogènes pour l'homme possèdent des fimbriae ou pili communs qui sont des facteurs
d'adhésion. (D'erneville, 2007)

2.2.2 Caractères culturaux
Les Entérobactéries se développent facilement in vitro sur des milieux nutritifs simples. Leur
température optimale de croissance est de 37°C mais leur culture est possible entre 20 et
40°C. Sur des milieux gélosés, les colonies d'Entérobactéries sont habituellement lisses,
brillantes et atteignent 2mm de largeur exceptées celles de Yersinia plus petites. Les Proteus
ont tendance à envahir la gélose et à y former un tapis uniforme. Les Klebsiella forment des
colonies souvent très muqueuses, larges, grasses et luisantes (Joly. B et al., 2003)

2.3. Caractères antigéniques

Les entérobactéries possèdent différents antigènes (fig. 1) :

 Un antigène commun dénommé ECA ou antigène de Kunin.

Cet antigène n'existe que chez les entérobactéries et, de ce fait, a un intérêt taxonomique. Sa
présence chez les Yersinia a permis d'inclure ce genre dans la famille des entérobactéries.

 Les antigènes O ou somatiques :

Correspondent aux polyosides fixés sur les lipopolysaccharides (LPS). Ils sont thermostables
et résistent à l’alcool. Les bactéries portant des antigènes O sont agglutinées par les anticorps
correspondants ; les agglutinats sont fins, lents à se constituer et difficilement dissociables par
agitation .

 L’antigène R

Correspond au polysaccharide du core central. La disparition de l'antigène O le démasque et
rend les souches "rough" (colonies rugueuses) autoagglutinables dans l'eau physiologique,
plus sensibles aux substances bactéricides du sérum, plus facilement phagocytées et donc
moins pathogènes.

 Les antigènes H ou flagellaires

N’existent que chez les souches mobiles, ils sont thermolabiles et inactivés par l'alcool. Ils
provoquent une agglutination floconneuse, rapidement constituée mais facilement dissociable
par agitation
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 les antigènes K, capsulaires :

De nature polysaccharidique. Chez les Escherichia Coli, les Shigella sp ou chez
certaines Salmonella sp et Citrobacter sp , ils masquent l'agglutination par les anticorps anti O
qui peut être restituée après chauffage de la souche car ils sont détruits par ébullition.

 Les antigènes d'adhérence ou adhésines de nature protéique, portés par des pili
communs (encore appelés fimbriae) (Decoster A, 2005)

Figure 2 : Structure et aspect microscopique des entérobactéries (Denis.F et al., 2005)

PLP : protéines liant la pénicilline

2.4. Principales entérobactéries

2.4.1 E. coli

2.4.1.1. Habitat et pouvoir pathogène

Bactérie isolée en 1885 par Theodor Von Escherich et couramment appelée "colibacille».
(Décocter A, 2005).Ce genre comporte cinq espèces ( E. coli , E. albertii , E. fergusonii , E.
hermanii et E. vulneris Cependant, au sein de ce genre, l'espèce E. coli représente la quasi-totalité des
isolats humains... (Denis. F et al., 2005).

C’est un saprophyte de l’intestin de l’homme qui dans certaines conditions va devenir virulent
et déterminer des infections notamment urinaires. E coli est une bacille non encapsulé et
mobile par ciliature péritriche. Il est indole (+) et lactose(+).

Plusieurs variétés d’antigènes ont été décrites selon les caractères antigéniques (antigène O,
antigène H et antigène K ). (Seck R, 2005)
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E coli est responsable de :

 Infections urinaires

Il est connu que les infections urinaires à colibacille sont dues à la migration de ces germes du
tube digestif vers l’arbre urinaire par voie ascendante et externe.des raisons anatomiques
expliquent leur plus grande fréquence chez la femme mais toutes les causes de stase
constituent des facteurs favorisants

 Infections abdominales

E coli est souvent responsable de suppurations péritonéales, biliaires, appendiculaires ou
génitales.les souches en cause ont un pouvoir cytotoxique sur les polynucléaires, opposent
une résistance à la phagocytose et possèdent de systèmes de captation de fer

(Decoster. A , 2005).

2.4.1.2 Caractères biochimiques

Le genre auquel il appartient présente des caractères déterminants que sont l’(ONPG et le
lactose, E. coli respecte l’appartenance à ce groupe. Il est le seul à répondre aux caractères
suivants : Urée (-), Indole(+), ce sont ses caractères d’espèces. (Farmer, 1999)

2.4.2 Klebsiella sp

2.4.2.1 habitat et pouvoir pathogène

Klebsiella pneumoniae est une bactérie commensale de l’intestin, des voies respiratoires et
des animaux. On distingue cependant plusieurs espèces mais Klebsiella pneumoniae est la
plus fréquemment retrouvée en clinique humaine.

Klebsiella est responsable des Infections de type communautaires et nosocomiales :

 Infections urinaires
 Broncho-pneumopathies
 Bactériémies
 Infections de sites opératoires
 Infections néo natales (Danielle Clave, 2013)

2.4.2.2 Caractères morphologiques et biochimiques

L'aspect des cultures est en général très florissant : colonies grasses de 3 à 4 mm de diamètre
en 24 heures pour K. pneumoniae.(Denis.F et al.,2007).

Ce sont des bacilles gram-, immobiles. Comme E. coli elle est capable de fermenter le
glucose. Elle présente des caractères indispensables qui sont le VP (+), l’ODC (-), l’Indole (-),
LDC +, Indole -, Citrate +, Urée + et fermente de très nombreux sucres.(Farmer, 1999).
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2.4.3 Genre de Proteus sp :

2.4.3.1 Habitat et pouvoir pathogène

C’est une bactérie commensale de l’intestin de l’homme et des animaux. Il est impliqué dans :

 les Infections urinaires communautaires ou nosocomiales. P. mirabilis grâce à son
uréase puissante peut alcaliniser les urines et être responsable de lithiases

 Infections localisées surtout cutanées. Mais d’autres localisations sont possibles
(abcès du cerveau, infections pleurales et péritonéales, infection de cathéter.....)

 Infections des voies respiratoires surtout en milieu hospitalier : infections ORL et
Pneumopathies.

 Septicémies et bactériémies (Archambaud M et al., 2004).

2.4.3.2 Caractères culturaux et biochimiques

Ce sont    Bacilles mobiles à Gram négatif. P. mirabilis pousse bien sur milieux ordinaires à
37°C. Colonies grosses, non hémolytiques, envahissant la surface de la gélose au sang en
ondes.Sur bouillon pourpre de bromocresol(BCP) les colonies sont petites, transparentes en
24 h, lactose -, ne formant pas de nappe car le milieu ne contient pas de NaCl, ils sont
aéroanaérobies. (Archambaud et al., 2004)

3. Pseudomonas sp :

3.1 Habitat  et pouvoir pathogène

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négatif opportunistes vivant normalement à
l’état saprophyte dans l’eau, les sols humides et les végétaux, mais qui peut également vivre à
l’état commensale sur la peau ou à l’intérieur du système digestif de divers animaux (Sabin,
2006). Bacille à Gram négatif de 1 à 3 um de long, 0,5 à 1 um de large. Parfois entouré d’une
pseudo-capsule appelée slime, qui peut jouer un rôle important dans la pathogenicité de cette
bactérie. . (Monteil. H, 2006).

Pseudomonas aeruginosa est doté d’un véritable arsenal de facteurs de virulence qui sont, soit
directement associés à sa cellule , soit excrétés dans le milieu extracellulaire (exotoxines, exo
protéases, hémolysines et chromophores (Richard, 2005). P. aeruginosa est capable de
produire de nombreuses exoprotéines aux fonctions diverses : l’entérotoxine A, l’exotoxine A,
l’exo enzyme S, la phospholipase, les protéases (Jean M, 2004).P.aeruginosa  représente
environ 90% des bactéries de ce groupe isolé en clinique humaine (Mérens. A et al. 2013).

Pseudomonas aeruginosa exprime son potentiel pathogène lorsqu'il est introduit dans des
zones aux défenses immunitaires diminuées. Opportuniste majeur, il est ainsi responsable de :

 Infections pulmonaires :

Elles peuvent être primitives ou secondaire à une septicemie.Les pneumopathies primitives
s’observent exceptionnellement chez  le sujet  sain mais sont le lot courant des maladies
tracheotomisés, des insuffisances respiratoires sous antibiothérapie prolongée.
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P.aeruginosa est à l’origine d’infections respiratoires chroniques aucours de la mucoviscidose qui
jouent un role important dans la morbidité et la mortalité prematurée de ces patients (Merens .A et
al.,2013).

 Infections urinaires :
Elles surviennent à la suite d’interventions chirurgicales, de cathétérisme ou de manœuvres
instrumentales. Avec une fréquence de près de 11 % des infections urinaires nosocomiales,
Pseudomonas aeruginosa représente la troisième cause de telles infections après Escherichia
coli (Husson. M et al., 2000).

 Infections ostéo articulaires :
Le bacille pyocyanique est à l’origine de 10 % des arthrites septiques. Les osteites
secondaires, les plus frequentes succedent à une fracture ouverte ou à une intervention avec
mise en place d’un matériel étranger ou encore à une surinfection d’ulcérations cutanées chez
les diabétiques (Monteil.H, 2006)

3.2 Caractères culturaux et biochimiques :

P. aeruginosa est capable de se multiplier à l’intérieur d’un large spectre de température allant
de 4 à 45°C. La température optimale de croissance se situe entre 30 et 37°C
(Khalilzadeh, 2009). La culture de Pseudomonas aeruginosa sur gélose Muller Hinton est
caractérisée par une odeur aromatique et la production de pigments . On doit parfois avoir
recours à des milieux spéciaux, Types milieux de King A et King B (Husson M et al., 2000).

Comme la plupart des Pseudomonas, Pseudomonas aeruginosa possède une oxydase. D'autres
caractères sont utiles pour le diagnostic d'espèce : Indole -, urée -, TDA - (tryptophane-
désaminase), H2S -, gélatine +, ONPG - (orthonitrophényl galactose), Nitrate-réductase +,
LDC- (Lysine-décarboxylase), ODC - (Ornithine-décarboxylase), ADH + (Arginine-
déshydrogénase) (Lie, 2002).

Figure 3: pseudomonas aeruginosa (à gauche : colonies de pseudomonas sur gélose ordinaire
(Monteil, 2006) ; à droite : Ciliature monotriche de P. aeruginosa)
http://www.buzzle.com/articles/pseudomonas-aeruginosa-infection-symptoms-
andtreatment. html)
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B.bactéries à Gram Positif:

1. Structure de la paroi d’une bactérie à Gram Positif:

Les bactéries à Gram positif ont un cytoplasme englobé par la membrane cytoplasmique, elle
même entourée du périplasme puis du peptidoglycane (fig4), responsable de la forme et de la
rigidité des bactéries, il est beaucoup plus dense chez les bactéries à gram positif.

Figure 4 :structure de la paroi d’une bactérie à Gram Positivf(Gaudy C et al,2005)

PG : peptidoglycane ; PLP : protéines liant les pénicillines ; MC : membrane cytoplasmique ;
CT : cytoplasme ; ME : membrane externe ; EP : espace péri plasmique.

2. Genre staphylococcus sp

2.1 Habitat et pouvoir pathogène :

Le genre Staphylococcus appartient à la famille des Micrococcaceae, qui comprend quatre
genres: Micrococcus, Staphylococcus, Stomatococcus et Planococcus le genre staphylocoque
comprend plus  de 30 espèces différentes qui peuvent être pathogènes pour l’Homme. Ainsi
on distingue l’espèce Staphylococcus aureus à coagulase positive appelée également
staphylocoque doré, des autres espèces de staphylocoques à coagulase négative que l’on
regroupe aussi sous le nom de staphylocoques blancs (Caby F. et al. 2010)

Les staphylocoques sont présents dans l’environnement  et vivent à l’état commensal sur la
peau et les muqueuses des organismes humains et animaux dès la naissance.

S. aureus possède de nombreuses enzymes impliquées dans sa virulence, ayant une activité
protéase, hyaluronidase, collagénase, lipase, ou nucléase. (Batard. E et al., 2007).Les
principales toxines sont les hémolysines, la leucocidine, exfoliatines, et la toxine de choc
toxique TSST-1( Avril J.L et al., 2002).
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Les staphylocoques sont responsables des infections suivantes :

2.1.1 Infections cutanées, muqueuses et sous cutanées :

Les abcès cutanés : L'abcès cutané est un amas de pus qui est bien délimité au niveau de la
peau ce qui entraîne l'apparition d'une grosseur que l'on appelle une tuméfaction qui est le
plus souvent douloureuse et comportant en périphérie, une zone érythémateuse. Les abcès
cutanés sont généralement le résultat de petites blessures de la peau. (Anouar, 2011).

L'impétigo : est une dermatose fréquente de l'enfant à S. aureus seul ou associé au
streptocoque A. Il réalise des lésions périorificielles à type de croûtes jaunâtres qui font suite
à des pustules. Le staphylocoque peut également causer des infections des muqueuses :
conjonctivite purulente, otites chez les nouveau-nés, laryngites sous-glottiques, phlegmon de
l'amygdale, sinusite. (Batard. E et al., 2013).

2.1.2 Infections ostéo-articulaires :

Les staphylocoques sont responsables d'une grande majorité des infections ostéo-articulaires,
qu'elles soient communautaires ou nosocomiales. Une part non négligeable des infections se
fait par voie hématogène. S. aureus est principalement en cause dans ces infections.

(Dupont .H, 2000)

2.1.3 Syndrome du choc toxique :

Ils surviennent dans diverses circonstances infection de plaie opératoire, post-partum,
chirurgie rhinopharyngée, brûlures, foyers infectieux divers.  Le tableau clinique réalise un
état de choc fébrile, particulier par la présence d'un érythème maculeux diffus et d'œdèmes
des extrémités. S'y associent une atteinte muqueuse et une diarrhée. La desquamation des
extrémités, 1 à 2 semaines après le début des symptômes.

2.2 -caractères culturaux et biochimiques

Les staphylocoques sont des germes peu exigeants et  peuvent être isolés en bouillon ou sur
milieux solides simples tels que géloses ordinaires ou géloses au sang. Sur les milieux usuels,
les colonies de staphylocoques, de taille variable sont circulaires, opaques, légèrement
bombées ou aplaties. La pigmentation des colonies peut varier du blanc au jaune ou au jaune
orangé. À noter que  S. saprophyticus produit à l'isolement des colonies plus grandes,
pigmentées en jaune et légèrement plus bombées. Sur gélose au sang, les souches « typiques »
de  S. aureus  peuvent produire des colonies de  couleur jaune doré, entourées d'une hémolyse
β). (Batard.E, 2013).

Les staphylocoques présentent une catalase positive, fermentent certains sucres (tableau 1)
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Figure 5 : culture sur milieu de Chapman :S. aureus a gauche et SCN à droite :

(Garnier. F et al., 2008)

SCN : staphylocoques à coagulase négative

Le tableau ci dessous résume les principaux caractères biochimiques des différentes espèces
bactériennes.

Tableau 1 : caractères biochimiques des espèces bactériennes

(Decoster .A, 2005 et Avril.J.L, et al)

pp....aaeerruuggiinnoossaaSS.. aauurreeuussKK..ppnneeuummoonniiaaeeEE.. ccoolliiPPrrootteeuuss
sspp..

--++-ONPG
++---ADH
--++-LDC

---++ODC
----+H

2
S

++--+UREE

---+-IND
-+---VP
-++++Catalase
+--++Mobilité
--+++Gaz
-++++Mannitol
-++++Glu
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ONPG : orthonitrophényl galactose

ADH : Arginine-déshydrogénase

ODC : Ornithine-décarboxylase

IND : indole

VP : Voges Proskauer

Glu : glucose
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1. Définition

Les antibiotiques sont des substances élaborées par des micro-organismes, ou des substances
synthétiques, qui sont bactériostatiques ou bactéricides à dose faible. Leurs cibles d’activité
sont des structures moléculaires spécifiquement bactériennes. Elles ont donc une toxicité
sélective pour les cellules procaryotes et une toxicité faible pour les cellules eucaryotes

(Avril et al.,2002).

C'est en 1941 que fut utilisé pour la première fois un antibiotique, la pénicilline, découverte
en 1928 par le bactériologiste anglais Alexander Fleming pour traiter un patient atteint de
septicémie à staphylocoques (Besassier et al., 2005).

2. Critères de classification

La classification des antibiotiques peut se faire selon :

a)  Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthèse (synthétique ou semi
synthétique)

b) Mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthèse des protéines, synthèse des
acides nucléiques

c) Spectre d’activité : liste des espèces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre
étroit ou large)

d) Nature chimique : très variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex :
cycle β lactame) sur laquelle il y a hémi synthèse. (Taha, 2012)

La classification selon la nature chimique nous permet de classer les antibiotiques en familles
(β lactamines, aminosides, tétracyclines…..etc.) Nous adopterons la classification selon le
mode d’action.

3. principaux antibiotiques en médecine humaine

L’usage, vraisemblablement en raison de l’intérêt bactériologique qui en découle, a consacré
une classification des antibiotiques basée sur le site d’action dans la bactérie ou sur le
processus physiologique visé. Ainsi, on distingue (fig.4):

 Les antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne,
 Les antibiotiques actifs sur la membrane cytoplasmique,
 Les antibiotiques actifs sur des processus localisés dans le cytoplasme bactérien :

synthèse protéique, réplication de l’ADN ou les deux
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A l’intérieur de chacun de ces groupes, la classification par famille est fondée sur la structure
chimique des différentes molécules, à chaque famille correspondant un mécanisme
moléculaire spécifique :

Figure 6 : Action des antibiotiques sur la structure de la bactérie (Fagarella et, 2007).

A. Antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne :

1. Les beta lactamines:

1.1. Définition :

Les betalactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante, aussi bien par le
nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en thérapeutique et
en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille, qui regroupe les pénicillines, les
céphalosporines, les carbapénèmes et les monobactemes, est caractérisée par la présence
constante du cycle bêta lactame associé à des cycles et des chaînes latérales variables qui
expliquent les propriétés pharmacocinétiques et le spectre d'activité des différents produits
(Cavallo et al., 2004).

1.2. Classification des betalactamines

La base commune à toutes les ß-lactamines est le noyau ß-lactame (Fig.7). À partir de ce
cycle, quatre sous-familles ont été développées par adjonction de chaînes latérales : les
pénicillines (ou pénames), les céphalosporines (ou Céphèmes), les monobactemes et les
carbapénèmes. (Fig. 7). Toutes ces molécules présentent des caractéristiques communes ainsi
que des particularités propres à chaque classe, notamment en termes de spectre antibactérien.



Synthèse Bibliographique Chapitre II

14

Figure. 7 : Diversité des antibiotiques de type beta-lactames : principaux cycles et
antibiotiques représentatifs (Tulkens et al., 2002).

1.2.1 Pénames :

La formule générale des pénicillines associe un noyau ß-lactame à un cycle thiazolidine et une
chaîne latérale en C-6 (Fig. 7). Le groupe des pénicillines est constitué d’un nombre important
de molécules dont les principales sont :

 Benzylpénicillines : pénicilline G
 Aminopénicillines : ampicilline, amoxiciline
 Uréidopénicillines : Pipéracilline
 Carboxypenincilines : carbénicilline, ticarciline

1.2.2 Céphèmes :

Les céphalosporines se distinguent chimiquement des pénicillines par le remplacement du
cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazine. On distingue quatre   générations de
céphalosporines. Elles sont classées en fonction de leur date d’apparition, qui correspond à
chaque fois à l’acquisition de nouvelles propriétés. En voici quelques exemples :

 Les céphalosporines de première génération :

Céfalotine, cefazoline et la céfapirine. Elles sont hydrolysées facilement par les β-lactamases
acquises. Leur spectre d’activité regroupe les cocci à Gram positif, essentiellement les
streptocoques et les staphylocoques sensibles à la méthicilline et à quelques entérobactéries
(Cavallo et al, 2004).
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 Les céphalosporines de deuxième génération :

Les céphalosporines de deuxième génération comprennent la céfuroxime, le Céfamandole et
la cefoxitine. Elles sont caractérisées par une meilleure résistance aux ß-lactamases et un
spectre d'action plus large, une activité à faible concentration, une bonne diffusion tissulaire
(Allain, 2008).

 Céphalosporines de troisième génération :

Exemple : Céfotaxime - ceftazidime – ceftriaxone – céfopérazone (Toure, 2004).

 Céphalosporines de quatrième génération :

Restent actives chez les entérobactéries ayant acquis une résistance aux Céphalosporines de
3émé génération, par hyperproduction d'une cephalosporinase, inactives en cas de
betalactamases à spectre étendu. Exemple : Cefépime, Cefpirome (Hincky, 2008).

1.2.3 Les carbapénèmes :

Les carbapénèmes sont des β-lactamines qui présentent un très large spectre d’activité et une
grande stabilité vis-à-vis de la plupart des β-lactamases.. (Zhanel et al., 2005).

Parmi les nouvelles carbapénèmes, le doripénème garde une meilleure activité sur les bacilles
à Gram négatif et particulièrement sur les aérobies stricts (Zahar et al., 2010).

1.2.4 Les monobactemes :

Leur noyau se caractérise par la présence du noyau monocyclique, azétidine, limité au cycle
β-lactame. Exemple : Aztréonam (Cavallo et al, 2004).

Ces derniers sont en revanche, très actifs sur les entérobactéries et P. aeruginosa.
1.2.5.Les inhibiteurs de beta lactamases :

Les inhibiteurs de β-lactamases sont des dérivés de l'acide clavulanique et de l'acide
pénicillanique, qui possèdent une activité antibactérienne intrinsèque faible, mais sont de
puissants inhibiteurs de ß-lactamases, restaurant ainsi l'activité de la β-lactame qui leur est
associée.

Les inhibiteurs de β-lactamases sont des substrats-suicide qui se lient de manière irréversible
à la β-lactamase, empêchant son action ultérieure sur les β-lactames.

Les inhibiteurs de β-lactamases sont, pour leur part, actifs sur la plupart des β-lactamases
chromosomiques. (Françoise et al., 2009).

 Amoxicilline-acide clavulanique (Augmentin) (Andre et al., 1998).
 Pipéracilline-Tazobactam (Tazocillin)
 Sulbactam

-Sulbactam+ampicilline estérifiée : Unacim*(Allain, 2008)
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1.3 Mécanisme d’action des betalactamines :

Les β-lactamines sont, pour la plupart, solubles dans l’eau et complètement ionisées en
solution. De ce fait, elles ont quelques difficultés à diffuser à travers les membranes
bactériennes. En effet, les β-lactamines se fixent sur des protéines de la membrane
cytoplasmique, les protéines liant les pénicillines (PLP).
Ces PLP sont en fait les enzymes impliquées dans la synthèse du peptidoglycane (PG) : les
transpeptidases, les carboxypeptidases et les transglycosylases. Elles agissent et bloquent le
fonctionnement de ces enzymes, inhibant ainsi la formation du PG.
D’autre part le nombre et la nature de (PLP) varient selon les espèces bactériennes et
l’affinité des diverses PLP n’est pas la même pour toutes les molécules de β-lactamines.
L’effet d’une β-lactamines est donc fonction de son affinité pour les différentes PLP de la
bactérie considérée (Jehl.F et al., 2003)
1.4 Les beta lactamases :

1.4.1 Définition :

Les β-lactamases sont des enzymes hydrolysant les β-lactamines en ouvrant le cycle
bêtalactame et menant à la perte d’un groupement carboxyle, provoquant l’inactivation de
l’antibiotique en question (Ambler, 1980).
Les β-lactamases catalysent de manière efficace et irréversible l'hydrolyse du pont amide de
l'anneau β-lactame des pénicillines, des céphalosporines, des monobactames et des
carbapénèmes ; pour donner un acylenzyme qui sera ensuite dégradé en acide inactif
(fig.N°8). (Medeiros. 1984).

Figure 8 : Schéma réactionnel de l’ouverture du cycle b-lactame (Barrial et al., 2006)

1.4.2 Classification des betalactamases :

 Classification structurale de Ambler :

Proposée en 1980, cette première classification dite structurale, est basée sur la structure
primaire de l’enzyme, notamment du le site actif. Elle individualise quatre classes
moléculaires A, C et D (appelées sérines enzyme) et B (dont les enzymes comportent deux
atomes de zinc au niveau de leur site actif).
-la classe A correspond aux pénicillinases et aux β-lactamases chromosomiques ou
plasmidiques sensibles à l’acide clavulanique.
-la classe B comprend le métallo enzymes, inhibés par l’EDTA.
- la classe C inclut les cephalosporinase résistantes à l’acide clavulanique habituellement
chromosomiques.
- la classe D regroupe les Oxacillinases (Jacob, 2003).
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2. Les Glycopeptides :

2.1. Définition :

Les glycopeptides sont des molécules complexes, constituées d'un heptapeptide cyclique sur
lequel viennent se greffer des sucres (Françoise et al., 2009)

2.2. Classification :

On distingue :

 Vancomycine
 Teicoplanine

Le spectre des glycopeptides est limité, aux bactéries à Gram positif (Léone. M et al ., 2000)

2.3. Mécanisme d’action :

Le mécanisme d’action principal est une inhibition de la synthèse du peptidoglycane avec
pour conséquence la lyse bactérienne.Les glycopeptides, en se liant aux
disaccharidepentapeptides (DSP), forme au niveau du D-ala-D-ala terminal une poche rigide,
qui gène le positionnement des transglycosylases et masque le site d’action des
transpeptidases. Cette double action entraîne l’inhibition de la croissance puis la mort
bactérienne. Les glycopeptides sont inactives sur les bactéries à Gram négatif car ces
molécules sont trop volumineuses pour emprunter les porines de la membrane externe et ne
peuvent donc pas atteindre le peptidoglycane en voie de polymérisation

(Léone M et al., 2000).

3. Le fosfomycine :

3.1. Definition :

La fosfomycine est isolée pour la première fois en 1969 au nom de phosphonomycine de

colonies de Streptomyes fradiae..Le groupement époxide est déterminant pour l’activité
antibacterienne.le spectre antibacterien est large et comprend :les staphylocoques sp,

S pneumoniae,E coli,Proteus.

3.2. Mécanisme d’action :

La fosfomycine est un inhibiteur de la synthese du Peptidoglycane.La penetration utilise des

systemes de transport actif.Le principal systéme de transport utilisé est celui du L

glycerophosphate.Un second système existe pour certaines especes bactériennes,c’est celui des
hexoses monophosphates( Gaudy.C et al.,2005)
B. Antibiotiques inhibiteurs de la synthèse protéique

La synthèse des protéines s’effectue dans le cytoplasme au niveau du ribosome bactérien. Il
faut donc, pour ces antibiotiques, traverser le PG et les diverses membranes pour arriver dans
le cytoplasme et atteindre leur cible : le ribosome.
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1. Les aminosides :

1.1definition :

Les premiers aminosides découverts ont été des molécules naturelles produites par des
souches de Streptomyces ou d’Actinomyces.

La structure de base des aminosides comporte un amino-cyclitol ,  auquel se lient par des
ponts glycosidiques deux  ou exceptionnellement trois dans la néomycine – hexoses. Ces
cycles peuvent porter des substituant dont les plus critiques sont les groupes hydroxyles et les
fonctions amines basiques (Sebastien Fauré, 2009)

Figure 9 : Structure des aminosides (Sebastien Fauré, 2009)

1.2 Classification :

Les aminoglycosides  naturels peuvent être classés d'une part en fonction de la nature de leur
aminocyclitol, et d'autre part des sucres qui le substituent :

 Streptomycine
 kanamycine, amikacine, tobramycine, dibékacine
 Gentamicine, isépamicine
 Nétilmicine.

Les aminoglycosides sont surtout actifs sur les Gram (-), dont les entérobactéries et
Pseudomonas aeruginosa. Les aminoglycosides présentent aussi une activité vis-à-vis des
Gram (+), principalement Staphylococcus (Françoise et al.,2009)
1.3 Mécanisme d’action des aminosides :

Les aminosides traversent passivement la paroi, se fixent sur la sous unité 30s du ribosome
entrainant une altération de la synthèse de proteines.Ils agissent sur d’autres cibles (sous unité
50s, membrane ADN, ARN) (Boussekey et al ., 2005)
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Après fixation à des sites chargés négativement sur la paroi bactérienne, l’aminoside pénètre
dans la bactérie par un mécanisme de transport actif impliquant deux étapes :

 Paroi des Gram negatifs par les porines et/ou bicouche lipidique qu’ils désorganisent

L’altération de la paroi bactérienne par des antibiotiques agissant sur la synthèse de celle-ci,
comme les ß-lactamines, facilite la pénétration des aminosides ;

 membrane cytoplasmique par transport actif dépendant du gradient électrochimique et
requérant la présence d’oxygène.

Les bactéries anaérobies sont donc exclues d’emblée du spectre d’activité des aminosides

La liaison de l’antibiotique perturbe la synthèse protéique par un mécanisme complexe
incluant : L’inhibition de l’étape d’élongation, conduisant à un arrêt de la synthèse protéique
et l’introduction d’erreurs dans la lecture des codons de l’ARNm, engendrant la production de
protéines aberrantes. C’est l’accumulation des protéines erronées synthétisées qui est
responsable de la létalité induite par les aminosides (Sebastien Fauré ,2009)

2. Les macrolides, lincosamides, synergisant(MLS) :

L’impossibilité pour ces molécules de traverser la membrane externe des bacilles à Gram
négatif, du fait de leur grande taille et de leur hydrophobicité, explique leur absence d’activité
sur ces bactéries. Les macrolides se fixent sur la cible : l’ARN ribosomal 23S de la sous-unité
50S du ribosome.

Les lincosamides ont le même mécanisme d’action et ces deux classes sont en général
considérées comme bactériostatiques.

Les synergistines (ou streptogramines) sont formées de deux composés, A et B, qui agissent
en synergie. La fixation du composé A favorise la fixation du composé B, ce qui expliquerait
en partie la synergie et l’effet, non plus bactériostatique, mais bactéricide (Jehl et al., 2003)

Ces substances ont un spectre relativement étroit limité aux germes suivants :

 Cocci à Gram positif (Streptocoques, Staphylocoques méti. S.),Cocci à Gram négatif
(Neisseria, Moraxella catarrhalis).

 Bacilles à Gram négatif (Bordetella, Campylobacter et l'Helicobacter),
 Bacilles à Gram positif (Corynebactéries, Bacillus anthracose, Listéria),

Germes anaérobies (Propionibactérium acnes, Eubactérie) (Yala et al., 2001 )

On distingue :

 Érythromycine, oléandomycine, troléandomycine, roxithromycine, dirithromycine,
clarithromycine

 azithromycine
 spiramycine, miocamycine, josamycine (Françoise et al., 2009)
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3. Les tétracyclines :

3.1 Définition :

Les cyclines doivent leur nom à leur structure tétracyclique de base commune, le noyau
naphtacène-carboxamide, sur lequel divers radicaux viennent se substituer notamment en
positions 5, 6 et 7  (Sébastien Fauré, 2008).

Les tétracyclines sont des antibiotiques bactériostatiques dont le spectre d’activité s’étend à de
nombreuses bactéries Gram positif et Gram négatif, aérobies et anaérobies, aux mycoplasmes,
et aux chlamydies,(Chaussade et al., 2013)

3.2 Classification :

Trois groupes de cyclines sont distingués.

 Première génération : tétracycline, oxytétracycline (ou hydroxytétracycline),
chlortétracycline et déméclo-cycline

 Deuxième génération : doxycycline, minocycline, lymécycline méthylène-cycline
 Les glycylcyclines : tigécycline. (Sébastien Fauré, 2008)

3.3 Mécanisme d’action :

Les cyclines sont des composés bactériostatiques. Elles inhibent la synthèse protéique des
bactéries. En se fixant à la sous-unité 30S du ribosome bactérien, les tétracyclines s’opposent
à la fixation de l’amino-acyl-ARNt sur le site A constitué par le complexe ARNm-ribosome.
Cela stoppe la phase d’élongation de la traduction protéique en prévenant l’addition de
nouveaux acides aminés à la chaîne peptidique. (Sébastien Faure ,2008)

C. Antibiotiques qui agissent sur l’ADN :

1. Quinolones et fluoroquinolones :

1.1 Définition :

Elles inhibent des topoisomérases, enzymes intervenant dans la conformation de l'ADN, et
plus particulièrement la topoisomérase II (ou ADNgyrase) et la topoisomérase IV. Elles se
fixent sur le complexe formé par la topoisomérase et l'ADN (Jacob, 2003).

Ces fluoroquinolones, qui sont des quinolones de deuxième génération (Norfloxacin,
Péfloxacine, Ciprofloxacine)(Yala et al, 2001),sont largement utilisés en médecine humaine ,
notamment dans le cas d’infections urinaires et respiratoires (Meradi et al, 2009)

Les fluoroquinolones ont un spectre d’activité élargi, qui recouvre les bactéries à Gram
négatif, les cocci à Gram positif dont l’activité est 100 à 1000 fois plus élevée que celles des
quinolones de 1ère génération. (Yala et al, 2001).
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1-2 Classification :

Schématiquement on peut classer les quinolones sur la base de l'étendue du spectre
antibactérien et la nature fluorée ou non du squelette en deux groupes :

 1ère génération: Ac. Nalidixique,  Ac. Oxolinique
 2e génération : (fluoroquinolones), Ciprofloxacin, Norfloxacin, Péfloxacine

(Gaudy.C et al., 2005)

2. trimetoprime/sulfamethoxazole

Le triméthoprime inhibe la synthèse des folates en inhibant la dihydrofolate réductase.
C'est un agent à large spectre, utilisé essentiellement en association avec un sulfamide (effet
synergique) (Singleton. P, 2005)

3. Les furanes :

Les nitrofuranes acquièrent leur activité antibactérienne après la réduction enzymatique de
leur fonction nitro, catalysée par des réductases bactériennes, ce qui assure leur spécificité
d’action. Le mécanisme d’action relève ensuite d’interactions avec l’ARN ribosomale et
l’ADN bactérien en inhibant la déshydrogénase bactérienne et la synthèse protéique. Une
réduction de l’activité de la réductase bactérienne confère la résistance croisée à l’ensemble
des nitrofuranes. Les nitrofuranes ont pour seul représentant la nitrofurantoïne

(Chaussade H et al 2013).

Ce sont des produits à large spectre. La nitrofurantoïne est utilisée exclusivement dans

les infections urinaires (Nauciel, 2000).
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1. Définition

De manière générale, la resistance aux antibiotiques résulte d’une évolution par sélection
naturelle, les antibiotiques exerçant une pression sélective très forte en éliminant les bactéries
sensibles. On suppose que le cas le plus fréquent est une adaptation rapide des bactéries à un
nouvel écosystème, ;qui nait de mutations génétiques aléatoires (Carattoli,2001)leur
permettant d’y survivre et de continuer à se reproduire ,en transmettant à leur descendance
leurs gènes de resistance(transfert vertical)( fig 5)ou qui se fait suite des échanges de gènes de
resistance entre de bactéries qui habitent dans divers écosystèmes  y compris les humains, les
animaux et l’environnement.

Ce phénomène de changement génétique soit par mutation ou après conjugaison des gênes de
resistance par transfert horizontal est appelé antibio résistance qui est définie selon Avorn et
al, (2001) par la capacité permettant à un microorganisme de croitre en présence d’une
concentration plus élevé d’antibiotique que la concentration qui inhibe la majorité des souches
de la même espèce.

Figure 10: Schéma illustrant le développement de la résistance aux antibiotiques

(Georges et al., 1998)

Commençant  à  l'angle  supérieur  gauche,  une  mutation  spontanée  dans  une  population  de
bactéries  sensible aux antibiotiques conduit à une résistance dans une seule bactérie. La
présence d'antibiotiques  provoque une sélection des bactéries résistantes. Cependant en absence
d’antibiotique (en bas à droite),  les  bactéries  résistantes peuvent  perdre  leur  résistance  par
une  mutation  spontanée.  Après  plusieurs générations, les proportions de bactéries sensibles et
résistantes atteignent un nouvel équilibre.
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2. Types de resistance

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques, la résistance intrinsèque et la
résistance acquise (Patrice ,2008)

2.1. Resistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinsèque est un caractère d’espèce qui touche toutes les
Cellules de toutes les souches.
La résistance naturelle est stable, transmise à la descendance mais pas ou peu transmissible
sur un mode horizontal. La résistance naturelle a pour support génétique le chromosome
bactérien et elle permet de définir le spectre d’activité des antibiotiques (Avril et al., 2002).
Les bacilles à Gram négatif sont naturellement résistants aux antibiotiques hydrophobes et/ou
de masse moléculaire élevée .
2.2. Resistance acquise

Elle existe grâce à l'acquisition d'un ou de plusieurs mécanismes de résistance qui déterminent
un phénotype bien précis de résistance, différent du phénotype sauvage, caractérisant les
souches n'ayant pas acquis ce mécanisme. Elle ne concerne qu'une population plus ou moins
importante de souches d'une espèce (Meyer et al. ,2004)

3. principaux mécanismes de résistance

3.1. Mécanismes génétiques de la résistance acquise

Une bactérie peut ainsi acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands mécanismes
génétiques. L’un a pour support le chromosome et définit une résistance chromosomique,
l'autre a pour support les plasmides  et ils définissent une résistance extra-chromosomique

3.2. La résistance chromosomique :

Elle résulte d’une mutation. L’antibiotique révèle la mutation de résistance en sélectionnant
les bactéries mutantes résistantes. Elle est transmissible ; elle est permanente et a donc un
caractère héréditaire Toutes les mutations ont pour conséquence la perte ou la modification
d’une protéine structurale ou enzymatique et une bactérie mutée est souvent contre-
sélectionnée en l’absence d’antibiotique. (Lozniewski et al., 2010)

3.3. La résistance extra-chromosomique :

Deux faits expliquent l'importance de la résistance plasmidique :

3.3.1. la résistance plasmidique est liée à la synthèse de protéines additionnelles et non à une
modification des constituants normaux de la bactérie.. (Lozniewski et al., 2010)

3.3.2. de nombreux plasmides de résistance sont conjugatifs ou mobilisables ce qui permet
un transfert horizontal ; ces transferts sont à l’origine d’une dissémination très importante de
la résistance au sein des populations bactériennes ce qui fait qualifier la résistance
plasmidique de "contagieuse ou d’infectieuse". (Lozniewski et al., 2010)



Synthèse bibliographique Chapitre III

24

2.2 Mécanismes biochimiques de la résistance

Sur le plan biochimique, les bactéries ont développé quatre grands mécanismes d’acquisition
de la résistance:

2.2.1 la modification de la cible, qui entraîne une perte d’affinité de l’antibiotique pour
cette dernière ;

Figure 11: modification de la cible type PLP pour les betalactamines (Archambaud .M,
2009)

2.2.2. Production d’une enzyme qui va détoxifier l’antibiotique ;

2.2.3. l’imperméabilité, notamment par diminution du diamètre des porines  chez les bacilles
à Gram négatif et l’efflux des antibiotiques à l’extérieur de la cellule par des pompes énergie
dépendantes. Le motif commun à ces différents mécanismes de résistance est d’empêcher
l’interaction de l’antibiotique avec sa cible. (Patrice, 2008)

Figure 12: Phénomène d’imperméabilité (Archambaud. M, 2009).
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2.3.1. Mécanisme de résistance aux betalactamines

2.3.1.1 résistances enzymatiques

Les betas lactamases sont des enzymes capables d’hydrolyse les antibiotiques en ouvrant les
cycles beta lactame.Shematiquement les betas lactamases peuvent être individualisé en
pénicillinases et cephalosporinases.

 Les pénicillinases

Elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines. Les gênes de pénicillines sont
essentiellement portées par les plasmides (Seck R, 2005)

Les pénicillinases sont le plus souvent portées par des plasmides et ont été retrouvées dans la
plupart des bactéries à Gram négatif.. Une augmentation des beta lactamases est responsable
de la résistance aux inhibiteurs de beta lactamases. (Seck R ,2005).

 Les cephalosporinases

Elles sont généralement chromosomiques et inductibles. Elles sont appelées AMPc,
hydrolysant principalement les C1G.La résistance naturelle vis-à-vis de ka cefoxine est la
conséquence très importante de la cephalosporinase par cet antibiotique. La production
normalement inductible de ces cephalosporinases de différents gènes qui s’ils sont mutés vont
aboutir à une hypersécrétion de niveau variables de la cephalosporinase (Seck R, 2005).

2.3.1.2 Resistance non enzymatique

 Une imperméabilisation par altération des porines se rencontre chez les Gram (-) et

Confère une résistance aux β-lactames trop hydrophiles pour diffuser à travers la membrane
externe. Chez Pseudomonas aeruginosa, la perte d'une porine spécifique (D2), servant de
canal d'entrée pour l'imipenème, peut entraîner une résistance spécifique à cet antibiotique

(Mainardi J.L et al., 1999)

 Un efflux actif

Une des mécanismes consiste pour la bactérie à expulser la pénicilline hors de la cellule grâce
à des protéines de transport encrées dans la membrane. (Gaudy.C et al., 2005) .

 Une altération des PLP peut réduire leur affinité pour les β lactames.

La résistance aux β-lactamines peut être acquise par des modifications des PLP. Il peut s'agir
soit d'une augmentation de la quantité d'une PLP, soit d'une modification qualitative à
l'origine d'une perte d'affinité pour les β-lactamines d'une ou de plusieurs PLP essentielles

(Mainardi J.L et al., 1999)
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Ce type de mécanisme se retrouve dans les souches de staphylocoques dites "résistants à la
méthicilline" (MRSA).  Il implique la production d’une PBP2a de faible affinite pour ces
antibiotiques. Ce qui entraîne une résistance à l'ensemble de la classe des β-lactames et a donc
une grande signification clinique. (Françoise et al., 2009).

2.3.2. Mécanismes résistance au fosfomycine

La resistance naturelle peut être due à une absence du système de transport des
glycérophosphates. Une resistance acquise par mutation chromosomique peut être observée.
Elle est responsable le plus souvent d’une modification des systèmes de transport et plus
rarement d’une modification de l’enzyme cible. Certaines mutations modifiant le taux
d’adénosine mono phosphorique (AMP) cyclique ont également été rapportées.

(Gaudy.C et al., 2005)

2.3.3.  Mécanismes de résistance aux aminosides

Le mécanisme de résistance principal aux aminoglycosides est l’acquisition d’enzymes
bactériennes qui modifient les antibiotiques par acétyltransférases (AAC), ou
phosphotransférase (APH). (Chen et al. 2008).

La diminution de l'accumulation de l’antibiotique est un autre mécanisme majeur de
résistance.(Durante-Mangoni et al. 2009).

La méthylation de l'ARNr 16S au sein de la sous-unité 30S des espèces comme Escherichia
coli et Klebsiella altère la fixation des aminosides, ce qui bloque leurs activités
antimicrobiennes (Doi et Arakawa, 2007). Chez les staphylocoques résistants à la
méthicilline, la résistance aux aminosides est aussi liée à la présence d'enzymes modificatrices
(Mainardi.J.L et al., 1999)

2.3.4. Mécanisme de résistance aux triméthoprime/sulfamethoxazole

De toutes les familles d’antibiotiques, l’association sulfamide-triméthoprime possède
indiscutablement la plus grande diversité de mécanismes de résistance acquise et de leur
support génétique: modification de la perméabilité, activation de pompes d’efflux,
modification quantitative ou qualitative des cibles, contournement métabolique,
hyperproduction de précurseurs, absence de certaines enzymes et toute une variété de gènes
exogènes acquis par la bactérie (Goldstein, 2006).

2.3.6. Mécanisme de résistance aux quinolones

Le premier mécanisme de résistance aux fluoroquinolones est dû à des mutations ponctuelles
au niveau de la sous-unité A et plus rarement de la sous-unité B. Ce mécanisme, de nature
chromosomique, confère la résistance aux fluoroquinolones. Chez les bactéries à Gram
négatif, un deuxième mécanisme de résistance est lié à une diminution quantitative des
porines, entraînant une diminution de la pénétration des fluoroquinolones à l'intérieur des
bactéries. (Quincampoix et al., 2001).
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Le tableau ci dessous résume les principaux mécanismes de la resistance bactérienne aux
antibiotiques.

Tableau 2 : Mécanismes de la resistance des bactéries aux antibiotiques (Decoster. A, 2005)

Antibiotiques Mécanismes
Biochimiques

Mécanismes
génétiques

Bactéries

Betalactamines Betalactamases plasmidique ou

chromosomique

staphylocoques

bactéries à Gram-

Modification des PLP mutation Staphylocoques

transformation Pneumocoques

mutation Entérocoques

Imperméabilité mutation Pseudomonas

Aminosides Enzymes APH, AAC plasmide coques à Gram +

bacilles à Gram -

MLS Modification ribosomes mutation coques à Gram +

Imperméabilité mutation Haemophilus

Inactivation enzymatique plasmide

Quinolones Modification gyrase

Imperméabilité

mutation bacilles à Gram -

Tétracyclines Elimination plasmide

Imperméabilité mutation

Phénicolés Inactivation enzymatique plasmide

Polypeptides Imperméabilité mutation bacilles à Gram -

Rifampicine Transcriptase modifiée mutation

Glycopeptides plasmide Entérocoques

MLS : Macrolides, Lincosamides, Synergisant

AAC : acétyltransférases, APH : phosphotransférase
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1. Objectifs :

Notre étude consiste à :

 Isoler et identifier les espèces bactériennes à Gram négatifs et staphylococcus aureus
responsables de diverses infections au niveau du laboratoire privé d’analyses
médicales de Dr Zibouche à Ain Defla pendant une période de deux mois.

 Et  évaluer leur niveau de resistance aux principaux antibiotiques.

2. Matériels :

2.1 Souches étudiées :

Ont été inclus dans cette étude des souches de E. coli, Klebsiella pneumoniae, proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, isolés à partir de divers
prélèvements (urines, pertes vaginales,  pus, spermes)

2.2 Souches de référence

 E coli ATCC 29213
 Staphylocoques aureus ATCC 2943
 Pseudomonas aeruginosa ATCC

2.3. Milieux de culture utilisés

 Gélose Muller Hinton
 Gélose Hectoen
 Gélose au sang cuit
 Gélose au sang frais
 Gélose Chapman
 Gélose King A et gélose King B.

2.4. Tests biochimiques

 Test d’oxydase
 Test de catalase
 Test de coagulase
 Test urée indole
 Galeries API
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2.5. Antibiotiques testées :

Tableau 3 : principaux antibiotiques testées

Antibiotiques pour
entérobactéries

Antibiotiques pour
pseudomonas

Antibiotiques
staphylocoques

betalactamines Amoxicilline :10µg
Amoxiciline+acide
clavulanique :20/10µg
Cefazoline
Cefixime
Céfotaxime : 30μg
Imipinème :10µg

Ticarcilline :75 μg
Ticarcilline + acide
Clavulanique
(75μg/10μg)
Ceftazidime :
Pipéracilline : 75μg
Imipenème : 10μg
Aztréonam : 30μg

Pénicilline G :6μg
Oxacilline :5μg

Aminosides Amikacine : 30μg
Gentamicine : 15μg

Tobramycine : 10μg
Amikacine : 30μg
Gentamicine : 15μg
Nétilmicine : 30μg

Tobramycine : 10μg
Gentamicine : 15μg

Quinolones Acide nalidixique
Ciprofloxacine : 50μg

Ciprofloxacine :
50μg

Ofloxacine (5μg)

fosfomycine Fosfomycine : 50μg Fosfomycine : 50μg Fosfomycine (50μg)

Cotrimoxazole Triméthoprime /
sulfamethoxazole :
1,25μg/ 23,75μg

Triméthoprime /
sulfamethoxazole :
1,25μg/ 23,75μg

Triméthoprime /
sulfamethoxazole :1,25μg/
23,75μg

Macrolides Clindamycine : NA
Erythromycine :15UI

Glycopeptides Vancomycine :30μg

2. 6. Réactifs

 Eau physiologique stérile à 0,9% de Nacl

 Eau distillée stérile

 Eau de javel-Eau oxygénée(H2O2)

 Alcool à 95°

 Violet de gentiane

 Lugol

 Fuschine

 Bleu de méthylène

 Réactif de Kovacs
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2.7. Verrerie

 Gants jetable
 Bec bunsen
 Etuve d’incubation à 37°C
 Etuve de séchage à 60°C
 Réfrigérateur à 4°C
 Microscope optique
 Ecouvillons stériles
 Boite de pétri
 Lame  et lamelle
 Pipette pasteur stérile
 Tube à essai stérile
 Portoir
 Distributeur d’antibiotiques
 Pince métallique et en bois
 Anse de platine –cellule de Nageotte

3. Méthodes

3.1. Population étudiée

Durant la période s’étalant du 08  Février au 08 Avril 2015, 210 prélèvements ont été analysés
au niveau du laboratoire d’analyses médicales de Docteur Zibouche à Ain Defla

3.2. Prélèvements

Les différents  prélèvements sont acheminés au laboratoire dans le plus bref délai, et inclus les
urines, les pus, les pertes vaginales, et les spermes.

3. 3. Traitements de prélèvements

Il comporte plusieurs étapes :

3.3.1 Examen macroscopique

L’examen macroscopique est la première étape du diagnostic. Il a pour but de définir certains
caractères des prélèvements parmi lesquels l’odeur, la couleur et l’aspect.

3.3.2 Examen microscopique :

A l’état frais :
Il permet de définir certains caractères bactériens tels que la mobilité et la forme des

bactéries, d’évaluer l’abondance des germes mais aussi de faire une étude cytologique du
prélèvement. Cet examen met aussi en évidence la présence des hématies, des leucocytes, des
levures, les Trichomonas.
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3.3.3. Isolement

L’isolement est pratiqué sur  Hecten, gélose au frais ou gélose au sang cuit selon les germes
recherchés dans chaque prélèvement.

A l’aide d’un écouvillon ou d’une pipette Pasteur on prélève une portion ou une quantité (des
du prélèvement(Pus, pertes vaginales, urines ,spermes) que nous ensemençons par épuisement
sur gélose en boîte de Pétri, de façon à obtenir des colonies bien isolées après une incubation
à 37°C pendant 24 heures dans l’étuve en aérobiose sauf pour la gélose au sang cuit qui
nécessite une atmosphère enrichie en CO2.

Pour la recherche des bactéries gram négatif l’ensemencement se fait sur  Hectoen et celui de
Gram positif se fait sur Gélose au sang cuit, Gélose au sang frais, milieu Chapman.

3.3.4. Identification macroscopique et microscopique des colonies

L’identification après incubation se base sur l’examen macroscopique des colonies  et examen
après coloration de gram.

3.3.4.1 Aspect macroscopique

Ici on note les caractéristiques des colonies (couleur, la forme) sur  chaque gélose après 24H
d’incubation

3.3.4.2 Aspect microscopique

 Coloration de Gram

La coloration de Gram est effectuée à partir des colonies cultivées sur différentes géloses en
boite pour confirmer les caractères morphologiques, type de paroi de la bactérie.

But:

Cette coloration est l’une des bases de classification bactérienne utilisée en Bactériologie
médicale, elle permet de distinguer entre deux types de bactéries : bactéries à Gram+ et
bactéries Gram-, permet aussi de déterminer la morphologie des germes ainsi leur mode de
regroupement.

Techniques :

 Réalisation du frottis et sa fixation

 Mettre le violet de gentiane durant une minute.

 Rinçage à l’eau de robine

 Recouvrir la lame avec le Lugol pendant une minute (réactif iodo-ioduré qui accentue

la coloration).

 Rinçage à l’eau
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 Décoloration avec de l’alcool pendant 30 secondes puis rincé à l’eau de robinet

immédiatement.

 Contre coloration : recouvrir le frottis avec de la Fuschine, laisser agir une minute.

 Rincer à l’eau du robinet et sécher.

 Examiner au microscope optique  au grossissement x100avec une goutte d’huile à

immersion.( Brigitte Veron)

Lecture :

Bactéries colorées en violet                          les bactéries à Gram(+)

Bactéries colorées en rose                             les bactéries à Gram(-)

3.3.5. Identifications biochimiques :

En plus des caractères morphologiques, l’identification est aussi effectuée sur la base de
quelques caractères biochimiques.

3.3.5.1. Test d’oxydase

 Le Principe

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phénylène diamine oxydase des
bactéries à partir de leur culture en milieu gélosé et permet de différencier le pseudomonas et
les entérobactéries.

 Technique Ce test est réalisé en ajoutant un disque d’oxydase à une suspension
bactérienne épaisse  en eau physiologique.

 Lecture : Une réaction positive se traduit par une coloration violette en 2minutes
environ. (Guillaume, 2004)

3.3.5.2. Test de catalase

 Principe

Ce test permet de différencier les staphylocoques des streptocoques.

 Technique

Une petite quantité de culture bactérienne est prélevée du haut des colonies à l’aide d’une
pipette Pasteur à partir de la gélose au sang cuit; puis placée sur une lame, et à l’aide d’une
pipette Pasteur puis sont ajoutées quelques gouttes du peroxyde d’hydrogène (H2O2).

 Résultat

Une réaction positive se traduit par le dégagement de bulles de gaz. (Guillaume, 2004)
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3.3.5.3 Test de coagulase

 Principe

Le plasma de lapin lyophilisé est utilisé pour la détection de la coagulase libre produite par
Staphylococcus aureus.

La production de la coagulase libre par Staphylococcus aureus provoque une coagulation du
plasma, en présence de fibronectin de protéine d’adhérence et qui se traduit par la formation
d’un caillot de coagulation.

 Technique

À partir d’une culture pure de 18 heures de la souche à étudier. Dans un tube à hémolyse
contenant 0,5ml de plasma sont introduit 0,5ml d  la suspension bactérienne déjà préparée,
puis on incube à 37°C pendant 1 à 2 heures voir  24 heure

 Résultat

Un caillot moins compact, visible avant la 24éme heure doit être considéré comme positif.

(Guillaume, 2004)

3.3.5.4 Test de pigmentation :

Ce test permet de différencier le pseudomonas aeruginosa et pseudomonas fluorescent.

Inoculer un tube de milieu King A et un autre de King B en faisant une strie médiane à la
surface de la gélose avec une culture prise dans un bouillon ou d'une gélose, puis incuber à
30°C pendant 1 à 4 jours.

 Le milieu King A : permet de mettre en évidence la pyocyanine produite par le
Pseudomonas aeruginosa (qui colore le milieu de culture en bleu et vert).

 Le milieu King B : permet de mettre en évidence le pyoverdine produite par le bacille
pyocyanique et autres pseudomonas (qui colorent le milieu de culture en vert
fluorescent). (Sekhra Y, 2005)

3.3.5.5 Test de la production d'indole

Ajouter quelques gouttes du réactif de Kovacs, après 24 heures, à une suspension dense en
milieu urée -indole. La présence d'indole révèle la dégradation du tryptophane se traduisant
par l'apparition d'un anneau rouge en surface. (Guillaume, 2004)
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3.3.5.6 Galeries biochimiques (API) :

 API 20 E :

L'API 20 E (Biomerieux, Meylan, France) a été utilisée. II s'agit d'un système standardisé
associant 20 tests biochimiques qui présentent un grand pouvoir discriminant. Il permet de
faire un diagnostic de groupe au d'espèce pour la plupart des entérobactéries rencontrées en
bactériologie médicale.
Les réactions produites pendant la période d’incubation (18h-24h à 37°C), se traduisent par
des virages colorés spontanés ou révélés par l’addition de réactifs.
 API 20 NE :

Système API-20NE (Biomerieux, Meylan, France) : est un système standardisé pour
l'identification des bacilles à Gram négatif non fermentant. Il comporte 8 tests conventionnels,
12 tests d'assimilation, et une base de données. C'est une mini galerie biochimique qui nous
permet d'étudier les caractères biochimiques des bactéries à fin de les identifier.

 API Staph:
Nous avons utilisé aussi la galerie API staph pour l’identification de Staphylococcus sp, et qui
comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés
avec une suspension bactérienne réalisée dans le médium d’Api staph. Les réactions produites
pendant la période d’incubation (18h-24h à 37°C), se traduisent par des virages colorés
spontanés ou par l’addition de réactifs

Lecture :
La lecture des galeries API se fait selon les indications du fournisseur. Après codification des
réactions en un profil numérique, on se réfère à un catalogue analytique où l'identification est
donnée avec un pourcentage et une appréciation.

3.3.6. Test d’antibiogramme:

3.3.6.1 Définition et principe :

L'antibiogramme est la détermination de la sensibilité d'une bactérie aux antibiotiques afin de
pouvoir envisager une antibiothérapie efficace. Il a pour but de déterminer la Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI) d'une souche bactérienne vis-à-vis de divers antibiotiques. Par
définition, la CMI est la plus petite concentration d'antibiotique capable de provoquer une
inhibition complète de la croissance d'une bactérie donnée, appréciable à l'œil nu, après une
période d'incubation de 18 à 24 heures à 37°C.

3.3.6.2 Techniques de l’antibiogramme :

L’antibiogramme est effectué selon la méthode classique de diffusion de l’antibiotique sur
gélose à partir de disques d’antibiotiques selon les recommandations du comité français de
microbiologie.

 Préparation de l’inoculum :

A partir d’une culture de 18-24 h sur milieu gélosé non sélectif, préparer une suspension en
bouillon Mueller-Hinton ou  équivalent (~ 108 UFC/ml).
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 Inoculation des géloses :

Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et éliminer l’excès de
liquide en tournant l’écouvillon sur les parois du tube. Il est important de rejeter l’excès de
liquide sur l’écouvillon pour éviter une sur-inoculation des boîtes, en particulier pour les
bactéries à Gram négatif.

Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans trois directions ou en utilisant un
ensemencer rotatif.

 Application des disques d’antibiotiques :

Déposer les disques dans un délai de 15 min. Chaque disque d’antibiotique est appliqué à
l’aide d’une pince stérile. Une fois appliqué, le disque ne doit pas être déplacé.

Six disques d’antibiotiques sont appliqués par boîte, ils sont espacés de 24 mm, centre à
centre.

 incubation

Incubation : les boîtes sont mises à l'étuve à 37°c pendant 18 à 24h.

 Lecture :

Apres 24 heures d’incubation, Trois catégories cliniques ont été retenues pour l'interprétation
des tests de sensibilité in vitro : Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire (I).
Dans cette étude, pour simplifier la compréhension des résultats, les souches intermédiaires
(I) et résistantes (R) aux antibiotiques ont été catégorisées R. (CASFM, 2010)
 Contrôle de qualité :

Des souches de :

 E coli ATCC 2943
 Staphylococcus aureus ATCC 29213
 Pseudomonas aeruginosa ATCC

Sont utilisées pour contrôler  les paramètres de conformité (conformité des résultats).

3.3.7. Test de la β-lactamase à spectre élargi (BLSE) :

Après l'antibiogramme, en cas de réduction de la sensibilité aux céphalosporines de troisième
génération, les BLSE ont été mises en évidence par la recherche d'une synergie entre l'acide
clavulanique et les céphalosporines de troisième génération selon les techniques suivantes :

 Principe :

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Ambler) sont inhibées par les inhibiteurs de β-
lactamases (acide clavulanique, Sulbactam et Tazobactam).
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 Technique :

La recherche de la ß lactamase à spectre élargi se fait dans les conditions standards de
l’antibiogramme en déposant un disque d’amoxiciline + acide clavulanique (AMC 20/10µg) à
30mm centre à centre d’un disque de céphalosporine de 3ème génération selon la figure 12

CTX : cefotaxime, CRO : ceftriaxone, ATM : aztreonam, CAZ : ceftazidime, AMC :
Amoxicilline-acide clavulanique.

Figure. 13 : Disposition des disques d’antibiotiques pour le test de synergie

Incubation à 37° pendant 24 Heures

 Lecture :

La production d’enzyme peut se traduire par l’apparition d’une image de  synergie ou
bouchon de champagne entre les disques : Amoxicilline+ acide clavulanique  et le cefotaxime
Amoxicilline+ acide clavulanique  et la ceftazidime Amoxicilline+ acide clavulanique   et
l’aztreonam. (K. Rahal et al, 2008)
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1. Résultats :

Les souches bactériennes identifiées étaient réparties comme suit : 145 souches d’Escherichia
coli, 15 souches de Klebsiella pneumoniae, 11 souches de Proteus mirabilis, 6 souches de
Pseudomonas aeruginosa, 33 souches de Staphylococcus sp.
1.1. Identification des espèces bactérienne

1.1.1 Résultats de l’examen macroscopique des colonies

 Les souches de Staphylococcus aureus se présentent  souvent sous forme de colonies
dorées sur gélose au sang(fig. 14)

 Les souches de E coli ont développé sur le milieu MH des colonies lisses à contour
nette (fig.15)

Figure.14 : Aspect de colonies de Staphylococcus
aureus sur gélose au sang

Figure.15 : Aspect de colonies d’E
coli sur gélose Muller Hinton.

Figure.16 : Aspect de colonies de
Klebsiella pneumoniae sur gélose
Muller Hinton

Figure.17 : Aspect de colonies de
proteus mirabilis sur gélose Hectoen
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