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Isolement des mutants spontanés d'Enterobacter sp.
Résistants a I’antibiotique cefazoline

Résumeé

Le but de ce travail étude I’antibiogramme des quatre souches différents et sélection de
quelques isolats résistants. Les resultats de notre travail ont révélaient que la souche
Enterobacter sp était sensible a tout 1’antibiotiques testés, Staphylococcus aureus et Bacillus
cereus étaient résistantes a la retarciline et pseudomonas aeruginosa était sensible a

I’ampiciline et gentamycine et résistante a Cefazoline, Retarciline, biopamox et vibramycin.

Le taux de la résistance du ces souches aux antibiotiques testés était de 25% a la cefazoline,

vebramycine et biopamox et de 75% a la retarciline.

Ensuit la souche Enterobacer sp était choisie pour faire une sélection de la résistance a la
cefazoline. Reésultat obtenu 49 isolats résistants différente taille ont était obtenus et la
fréquence de mutation de résistance est calculé (3.06 10 ). Ensuit I’antibiogramme de
quelques isolats résistants représentative a révélé qu’iles sont résistants a tout les

antibiotiques testés.

Le taux de la résistance des isolats résistants aux antibiotiques plus élevé (100%).

Mots clés : Bailluss cereus, Enterobacter sp. Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa antibiotique, résistance, sélection de mutants.



Isolation of spontaneous cefazoline-resistant
mutants of Enterobacter sp

Abstract

The aim of this work is to study the susceptibility of four different strains and to select some
resistant isolates. The results revealed that the Enterobacter sp strain was sensitive to all
antibiotics tested, Staphylococus aureus and Bacillus cereus were resistant to retarciline and
Pseudomonas aeruginosa was sensitive to ampicillin and gentamycin and resistant to

cefazoline, Retarciline, Biopamox and Vibramycin .

The resistance rate of these strains to the antibiotics tested was 25% with cefazolin,

vebramycin and biopamox and 75% with retarcilin.

Then the Enterobacer sp strain was chosen to select resistance to cefazolin. 49 resistant
isolates of different size were obtained and the resistance mutation frequency was calculated
(3.06 10 7). Then the antibiogramme of some representative resistant isolates revealed that

they are resistant to all antibiotics tested.
The resistance of the resistant isolates of these strains to the antibiotic tested was 100%.

Key words: Bacillus cereus, Enterobacter sp. Staphylococus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, antibiotic, resistance, mutant selection.
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Introduction

Introduction

Les antibiotiques sont d’un grand usage en santé humaine et animale ainsi que dans le
contréle des phytopathologies, mais leur efficacité est menacée par la capacité des bactéries,
qui sont des organismes trés adaptables, a développé une résistance a ces molécules. Par
conséquent, la longue période d’utilisation de ces agents antimicrobiens ainsi que leur
utilisation abusive ont abouti a la sélection de bactéries qui leur sont résistantes. L’ampleur du
probleme est  sensiblement augmentée par [I’aptitude des bactéries a transférer
horizontalement les determinants de la resistance (Levy, 1992). En effet, il a été démontré que
I’exposition de bactéries hébergeant un gene de résistance a la tétracycline a de faibles
concentration de cet antibiotique abouti a une augmentation de 10 al 00 fois de la fréquence
du transfert de I’élément porteur de ce gene et ceci, tant in vivo qu’in vitro dans le tube
digestif de souri gnotobiotiques ( Doucet- Populaire et al, 1992). De méme, (Scott, 2002). A
conclu que le transfert de génes se produit largement in vivo entre les bactéries du tractus
gastro- intestinal et entre ces méme bactéries et les bactéries pathogénes du tractus gastro-
intestinal, comme des genes de résistance identiques sont présents dans diverses especes

bactériennes a partir de differents hotes.

Pendant plusieurs décennies, les études sur la sélection et la diffusion de la résistance aux
antibiotiques ont porté principalement sur les espéces a intérét clinique. Toutefois, de
nombreux chercheurs ont émis I’hypothése que les bactéries commensales présente dans les
aliments et dans le tractus gastro-intestinal pouraient servir e réservoirs pour les genes de
résistance aux antibiotique et pourraient transférer ces genes a des bactéries opportunistes et
pathogenes de I’Homme, ce qui nuit a la réussite de I’antibiothérapie (Perreten et al, 1997a ;
Mathur et Singh, 2005).

Notre étude s’inscrit dans cette optique et I’ensemble des travaux entrepris a été mené avec
deux objectifs :

v Le premier chapitre portera sur les “antibiotiques et les mécanismes de la résistance
v" Le deuxiéme chapitre portera sur la définition la mutation et la mutagenése

La deuxieme partie, représente le travail pratique et qui indique les différentes techniques

mises en ceuvre I’antibiogramme de quatre souches et sélection de la résistance
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d’Enterobacter SP. Les résultats obtenus avec ces différentes méthodes sont compares et

discutés dans la troisieme partie. Enfin la derniére partie concernera la conclusion finale.



Chapitre | les antibiotiques

Les antibiotiques
1- Définition

Au sens strict, les antibiotiques sont des agents antibactériens naturels d'origine
biologique; ils sont élabores par des micro-organismes, champignons et diverses bactéries.
Cependant quelgues uns sont maintenant produits par synthese, et beaucoup parmi les
produits employés actuellement, sont des dérivés semi-synthétiques préparés par modification
de produits de base naturels. D'autres médicaments antibactériens, tels les sulfamides, les
quinolones ou les furanes sont des substances chimiques de synthése mais leurs propriétés ne
les distinguent pas des antibiotiques ; ce sont, d'un point de vue pratique, des antibiotiques a
part entiére, ce qui justifie leur étude conjointe.

Leurs proprietés communes sont les suivantes : les antibiotiques, bien que souvent non
dépourvus d'effets secondaires pour les cellules eucaryotes, se distinguent essentiellement par
leur toxicité sélectivement dirigée contre les bactéries. Ceci permet, pour la plupart d'entre
eux, de les administrer par voie générale et fait d’eux les médicaments des infections
systémiques. Cette toxicite sélective est directement liée a leur mécanisme d'action : la plupart
des antibiotiques agissent par inhibition spécifique d'une étape précise de certaines chaines
métaboliques chez les bactéries qui constituent leur site d'action, ou cible moléculaire.

Les réactions inhibées sont essentiellement des réactions de synthése : synthéese
protéique, synthése du peptidoglycane, des acides nucléiques, des folates.

L'effet antibactérien des antibiotiques s'exerce a de faibles concentrations, ce qui
contribue aussi a leur tolérance par l'organisme, de I'ordre du mg par litre et parfois beaucoup
moins ; il est relativement lent, demandant souvent quelques heures ; il peut étre
bactériostatique ou bactéricide selon la concentration et le temps de contact. (Duval, 1989)

Un antibiotique est donc une substance naturelle, semi-synthétique ou synthétique, douée
d'une activité antibactérienne a I'échelon moléculaire, s'exercant au niveau d'une ou de
plusieurs étapes métaboliques ou d'un équilibre physicochimique (Figurel). (Meyer, et al,
1991).

-
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Figure 1 : Différents modes d’action des antibiotiques (Lavigne, 2007).

2- Classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques repose sur leur structure chimique et leurs

mécanismes d’action, lesquels conditionnent leur spectre d’activité.

1) Mode d’action : Les antibiotiques peuvent agir sur : la paroi, la membrane cytoplasmique,

la synthese des acides nucléiques et la synthese des protéines.
2) Spectre d’activité : (spectre étroit ou large)
3) Origine: élaboré par un organisme naturel ou produit par synthese

4) Nature chimique : tres variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle

2 -lactamase) (Yala et al, 2001).
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2.1- Les 2 -lactamines

Les 2-lactamines constituent la famille d’antibiotique la plus vaste et la plus
importante, aussi bien par le nombre que par la diversité des molécules utilisables par leurs
indications en thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille
comprend un grand nombre de molécules, toutes caractérisées par une structure de base : le
noyau de base est le cycle 2-lactame (Figure 2). Les antibiotiques de cette famille sont
bactéricides (Cavallo et al, 2004).

B |

o N7
7

Figure 2 : Cycle 2 -lactame (Cavallo et al, 2004).

Le 2-lactame partagent une structure commune qui comprend de fagcon constante un cycle 2-
lactame et, pour la plupart d’entre elles, un second cycle (Figure 3). Ainsi, en fonction des

cycles et des chaines latérales associées, on distingue (Chaabane et al, 2009) :

-
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Figure 3 : Structures simplifiées des diverses 2 -lactamines (Charlier et al, 1998).

2.1.1-L’ampicilline

L ampicilline est un antibiotique du type béta-lactame: un médicament qui tue les
bactéries. La substance active ampicilline assure que la bactérie ne peut plus construire une
paroi cellulaire. En conséquence, les bactéries ne peuvent plus se reproduire. L’inflammation
dans I’organisme qui sont provoquées par des bactéries, peuvent de cette facon étre traiteé.

L ampicilline est déja utilisée depuis 1961 pour traiter les infections bactériennes.

)
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2.1.2- La penicilline G

la pénicilline G est utilisée dans le traitement des infections plus graves que celles pouvant
étre  soignées  parvoie  orale : septicémies, gangréne gazeuse, infections  dues
aux germes sensibles, qu'il s'agisse de manifestations respiratoires, stomatiques, cutanees,

rénales, gynécologiques, digestives ou méningeées.

2.1.2.1-Retarciline
La retarciline (benzathine, benzylpénicilline) est un antibiotique de la famille des
bétalactamines du groupe des pénicillines de type G. La retarciline injectable assure une

pénicillinémie efficace et trés prolongée aprés une administration unique.

2.1.3- Biopamox
Biopamox est un antibiotique antibactérien de la famille des bétalactamines du

groupe des amino-pénicillines

2.1.4-Les céphalosporines
Les céphalosporines : constituées deun noyau 2 -lactame associé a un noyau
dihydrothiazine (Yala et al, 2001).

2.1.4.1- Le céfazoline
C’est un antibiotique de la famille des béta -lactamines du groupe des céphalosporines de

1" génération.

2.1.5-Les aminosides

Sont des antibiotiques bactéricides de la famille des amino-glycosides, ils comprennent
la kanamycine, I’amikacine, la gentamycine, la nétilmycine, la tobramycine (Bryskier, 1999).
Ce sont des hétérosides naturels formés par un ou plusieurs glycosides liés a un aminocyclitol
(Yalaet al, 2001).

-
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2.1.5.1-Gentamicine
La Gentalline est un antibiotique bactéricide de la famille des aminoglycosides ou

aminosides (dont le chef de file est la streptomycine, apparue en 1944). Le principe actif est
un complexe formé d’oligosaccharides, dont le noyau est la désoxystreptamine, obtenu par
fermentation d’actinomycétes monosporés du genre Micromonospora. La gentamicine est un
mélange formé de trois composants ayant sensiblement la méme activité. L’activité
bactéricide des aminosides repose sur I’inhibition de la synthése des protéines bactériennes
par liaison aux ribosomes. Les aminosides ont la particularit¢ d’exercer un effet
postantibiotique qui se traduit par une persistance de I’inhibition de la synthese protéique de
maniére transitoire (plusieurs heures) apres la disparition de I’antibiotique.

2.1.6-Les tétracyclines

Les principaux produits sont : la tétracycline, I'oxytétracycline, la
déméthylchlortétracycline, la rolitétracycline, la métacycline, la doxycycline et la
minocycline. Les tétracyclines sont des antibiotiques a large spectre, seulement

bactériostatiques. Leur activité s'étend aux rickettsies, chlamydiales et mycoplasmes.

2.1.6.1-Vibramycine

C’est un antibiotique de la famille des tétracyclines. Les médicaments agissent contre
toutes sortes d’infections bactériennes. La substance active vibraysien freine la production de
protéines dans la bactérie. Les bactéries ne se multiplient plus et meurent. Les symptémes de

I”infection bactérienne — fievre, douleurs — disparaissent ainsi aprées quelques jours.

3- Mode d’action des antibiotiques

Action sur la paroi bactérienne (peptidoglycane) ;

Action sur la structure de la membrane cytoplasmique bactérienne ;
Action sur la synthese protéique bactérienne ;

Action sur la synthése de I’ADN de la bactérie ;

Action sur la synthése des folates  (Yala et al, 2001).

-
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3.1-Inhibition de la synthése de la paroi des cellules bactériennes

Cette action aboutit finalement a la lyse (éclatement) de ces cellules exemple: Les
Pénicilline, les Céphalosporines. Comme les cellules animales ne possedent pas de paroi ces

substances n’exercent aucune action sur elles.
3.2-Interaction avec la membrane plasmique

Ces substances interagissent avec la membrane plasmique des cellules bactériennes en
modifiant leur perméabilité, ceci entraine des conséquences fatales pour ces cellules exemple

de ces substances : les Polymexines, Tyrothricines.

3.3-Perturbation de la synthése protéique

Le fait d’entraver la synthese protéique dans une bactérie signifie que les enzymes
indispensables a la survie de cette cellule ne peuvent plus étre fabriques, exemple de ces
substances ayant ce type d’action antibactérienne : Rifampicine, Tétracycline,

Chloramphénicol.
3.4-Inhibition de la transcription et de la réplication de I’ADN

Le déreglement du fonctionnement de I’ADN empéche la cellule de se diviser Et/ou la
synthese des indispensables enzymes, exemple de ces substances : Acide nalidixique,

Proflavine.

3.5-Perturbation du métabolisme cellulaire (folates)
Ces composés inhibent le métabolisme du microorganisme ciblé mais pas celui de I’hote,
pour ce faire il blogue une réaction enzymatique catalysée qui doit se réaliser dans la cellule

bactérienne mais non dans la cellule animale, exemple : les Sulfamides.

-
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4-Efficacité antibiotique temps et concentration-dépendent

4.1-Activité concentration-dependent

L activité de I’antibiotique et dépendante de la concentration maximale obtenue apres
administration de I’antibiotique et du rapport entre cette concentration maximale et la CMI de

la bactérie. ex : aminosides et fluoroquinolones sur les bactéries a Gram négatif
4.2-Activité temps-dépendent

L’activité de I’antibiotique et dépendante du temps passé avec une concentration

supérieure a la CMI de la bactérie

-ex : pénicilline, céphalosporine, glucopeptides et fluoroquinolones (sur les

staphylocoques)

5-Utilisations des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur les bactéries ; quelques virus, des champignons, et méme
sur certaine cellules cancéreuses (Tammo, 1995). L'usage extensif des antibiotiques est la
cause majeure d'apparition des résistances. Au départ sont des molécules naturelles,
cependant, des modifications chimiques sont souvent apportées pour améliorer l'activité et/ou
modifier des parameétres pharmacocinétiques essentiels (Righetti, 2007). Aujourd'hui, la
plupart des antibiotiques en usage clinique sont donc obtenus par semi-synthese. Récemment,
les progrés de la chimie ont permis de réaliser dans des conditions économiques satisfaisantes
a la synthese totale de plusieurs d'entre eux. Une nouvelle famille d’antibiotiques dérivés de
I’érythromycine telle que I’azithromycine et la josamycine ont été récemment développée
dans le but d’améliorer le spectre antimicrobien et de chercher des nouveaux antibiotiques
non familiers avec les bactéries usuelles pour éviter le phénomeéne qui a pris de I’ampleur
récemment qui est la résistance des bactéries aux antibiotiques, I’azithromycine (zithromax)
est parmi les antibiotiques issu de la synthése totale et il a été considéré comme le plus
efficace actuellement.( Righetti, 2007).

6-La résistance aux antibiotiques

Pour chaque antibiotique est défini un spectre d'activité c'est-a-dire I'éventail des

especes bactériennes "sensibles”, susceptibles d'étre inhibées par des concentrations de cet

-
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antibiotique (surtout in vivo apres utilisation d'une posologie standard). Par contre une espece
non sensible, qui n'entre pas dans le spectre d'activité d'un antibiotique, est dite résistante.
Cette résistance est liée a un ou plusieurs mécanismes biochimiques, qui impliquent I'étude
des interactions entre l'antibiotique et les voies métaboliques de la bactérie (Duval et al,
1990).

6.1-Définition de la résistance

Une souche est dite "résistante” lorsqu'elle supporte une concentration d'antibiotique,
notamment plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres
souches de la méme espéce (Faure, 2009). Un micro-organisme est considéré « résistant »
lorsque sa concentration minimale inhibitrice (CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le

développement de la majorité des autres souches de la méme espéce (Carie, 2009).

6.2-La résistance aux antibiotiques un probleme de santé publique

Les antibiorésistances ont été identifiées deés les années 1940 (Randall et al, 2003), mais
comme de nouveaux antibiotiques étaient alors réguliérement découverts, a un rythme
soutenu, l'antibiorésistance n'a pas, dans ce premier temps, attiré I'attention du public ou de
I'industrie pharmaceutique. Le tableau suivant indique les dates d'introduction des grandes
familles d'antibiotiques dans l'arsenal thérapeutique et les dates d'apparition des premiéres

résistances sur des souches cliniques (Palumbi, 2001).

-
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Tableau 01 : les dates d’introduction des grandes familles d’antibiotiques et les dates

d’apparition des premieres résistances.

Apparition des

Antibiotigue | Année d'introduction iR L.
premieres résistances

Sulfamides 1936 1940
Pénicilline G 1943 1946
Streptomycine 1943 1959
Chloramphénicol 1947 1959
Tétracycline 1948 1953
Erythromycine 1952 1988
Ampicilline 1961 1973
Ciprofloxacine 1987 2006

La resistance aux antibiotiques atteint désormais des niveaux dangereusement
élevés dans toutes les régions du monde. De nouveaux mécanismes de résistance
apparaissent et se propagent dans le monde entier, compromettant notre capacité a traiter
les maladies infectieuses courantes. Pour un nombre croissant d’infections, comme la
pneumonie, la tuberculose, la septicémie et la gonorrhée, le traitement devient plus
difficile, voire impossible parfois, du fait de la perte d’efficacité des antibiotiques (OMS,
2016).

Dans les pays ou ils sont délivrés sans ordonnance pour I’hnomme ou I’animal, le
probléme de I’émergence et de la propagation des résistances est encore pire. De méme,
dans les pays dépourvus de guides thérapeutiques normalisés, les antibiotiques sont

prescrits de maniére excessive par les agents de santé et les vétérinaires et surconsommeés

.
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par le grand public. Si nous ne prenons pas des mesures d’urgence, nous entrerons bientot
dans une ére post antibiotique dans laquelle des infections courantes et de petites blessures
seront a nouveau mortelles (OMS, 2016).

6.3-Génétique de la résistance

Pour la majorité des cas la résistance a un antibiotique est causée par une mutation dans un
géne qui peut étre :

6.3.1-Chromosomique : liée & une mutation sur le chromosome de la bactérie

-ne s’exerce que vis —a-vis d’un seul antibiotique ;

-en générale non transférable d’une espece bactérienne a I’autre ;

-Concerne sur toutes les quinolones, les rifamycines, I’acide fusidique avec un taux de
mutation élevé.

6.3.2-Extra-chromosomique : liée a une mutation d’un gene situé sur un élément génétique
non chromosomique. Elle est :

- plus fréquent ;

- plus souvent plasmidique ;

-Pouvant porter plusieurs résistances a la fois ;

-Transmissible entre différentes bactéries de la méme espéce, voire entre especes differentes.

Les mutations adaptatives peuvent étre spécifiques aux especes. Par exemple, la cible
directe des fluoroquinolones en gram-négatifs, y compris Escherichia coli, est 'ADN gyrase,
tandis que dans les Gram positifs tels que Staphylococcus aureus, c'est la topoisomérase 1V,
ce qui peut expliquer pourquoi les mutations chez le gyrA telles que le S83L chez E. coli
peuvent augmenter le MIC Aux fluoroquinolones tandis que la mutation équivalente dans
gyrA a S. aureus n'a pas nécessairement un effet sur le MIC (Haenni et Moreillon 2007). En
outre, certaines mutations de gyrA sont associées a un codt de remise en forme chez E. coli
(Marcusson et al, 2009), alors qu'un effet de condition physique positif peut étre observe chez
Campylobacter jejuni et Salmonella enterica (Baker et al, 2013). Ces phénotypes contrastés
suggérent que la maniere dont une bactérie subit un stress induit par les antibiotiques peut
différer en fonction du contexte génomique et du réseau génomique sous-jacent. Bien que des
informations deétaillées sur ces facteurs puissent aider a concevoir de nouvelles stratégies
antimicrobiennes, I'importance du fond génomique et dans quelle mesure la sensibilité et la

résistance aux antibiotiques dépendent de I'architecture du réseau n'est actuellement pas claire.

-
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6.4-La nature de la résistance aux antibiotiques

Il existe plusieurs niveaux de résistance aux antibiotiques: résistance naturelle
(systématique), résistance habituelle ou courante, multirésistance (BMR :  bactéries
multirésistantes aux antibiotiques, porteuses de plusieurs génes de résistance pour différents
antibiotiques), haute résistance (BHR : bactéries hautement résistantes), l'ultra-résistance

(BUR) et pan-résistance ou toto-résistance (BPR ou BTR).

6.4.1-Résistance non génétique

Elle n'est pas transmissible que ce soit verticalement ou horizontalement. Elle est
souvent une conséquence du milieu ou d'un changement brusque dans le métabolisme d'une
bactérie. (Tremblay, 2007).

6.4.1.1- L'évasion
Se produit lorsque la bactérie infectante est placée hors d'atteinte de I’antibiotique a

cause d'une mauvaise distribution de ce dernier dans I'organisme. (Tremblay 2007).

6.4.1.2- Arrét de production de la majeure partie de paroi bactérienne
Cela rend la bactérie insensible aux agents antimicrobiens qui agissent sur le

systeme de la paroi (Tremblay 2007).

6.4.1.3- Surproduction ou absence de la cible
Dans I'éventualité ou la résistance peut étre obtenue par modification du ratio molaire
entre la cible et I'antibiotique, une bactérie qui peut moduler les régulateurs d'expression de la

cible et surproduire celle-ci aura un avantage. (Tremblay 2007).

6.4.2-Résistance genétique

6.4.2.1-La résistance naturelle ou résistance intrinséque

C'est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres

d'un genre ou d'une espece bactérienne (Yala et al, 2001) et délimite le spectre d'activité de

-
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I'antibiotique. Elle est liée aux caractéristiques physiologiques de I'espéce ou a la présence
constitutive d'un gene de structure (Croizé, 2012).

La résistance naturelle se traduit par des CMI supérieures a la valeur critique basse de
concentration (C) de I'antibiotique concerné (Euzéby, 2006). Elle peut étre due a la présence

d'un gene chromosomique commun a toutes les bactéries de I'espece (Faure, 2009).

6.4.2.2- La résistance acquise

La résistance bactérienne acquise n'apparait que chez quelques souches d'une espéece
donnée normalement sensible. Elle résulte de I'emploi thérapeutique des antibiotiques et elle
est due soit & une mutation chromosomique, soit a I'acquisition d'un (ou de plusieurs) gene qui
rend la bactérie insensible a lI'antibiotique (Duval et Soussy, 1990). La résistance se fait soit
par :

-Les résistances mutationnelles sont chromosomiques, spontanées, rares (fréquence de 108 a
1079), stables et transmissibles uniquement de fagon verticale. L'antibiotique n'est pas I'agent
mutagene, il sélectionne seulement les mutants devenus résistants. Elles n'intéressent qu'un
antibiotique ou qu'une famille d'antibiotique a la fois (Faure, 2009).

- Les résistances par acquisition d'ADN sont la conséquence d'un transfert horizontal
compris entre espéces éloignées phylogénétiguement. Les génes de résistance aux
antibiotiques, pour la plupart chromosomiques, proviennent généralement de
microorganismes producteurs d'antibiotiques pour lesquels ils sont immunisés. Le transfert de
ces genes sera rendu plus efficace apres leur intégration sur des éléments mobiles tels que les
plasmides, les transposons, les intégrons ou encore sur des phages (Guerout et al, 2001). Ces
mécanismes de résistance peuvent alors diffuser tres rapidement dans une population

(Figure 4) (Christensen et al, 1999).

.
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Figure 04: Emergence d'une résistance acquise aux agents antimicrobiens (Carle, 2010).

7- Les principaux mécanismes de la résistance

Il existe quatre mécanismes principaux par lesquels les micro-organismes développent
de la résistance (tableau 02),
*L'inactivation enzymatique.
*La modification du site d'action
*La diminution de la perméabilité membranaire des bactéries & gram négatif.

*L'augmentation de l'efflux (Label et Soussy, 2007).

Ces mécanismes peuvent étre classés en mécanisme enzymatique et mécanisme non

enzymatique
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Tableau 02 : Les différents mécanismes de la résistance aux antibiotiques (Carle, 2010).

Mécanisme de résistance Conséquence

Production d’une enzyme qui inactive ou

ey e . détruit  I’antibiotique :  Mécanisme  de
L’inhibition enzymatique a
résistance le plus répandu.

Changement de permeabilité de la paroi ou de
RédUCtlon de Ia perméablhté CeIIUIalre la membrane bactérienne empéchant le

médicament d’atteindre sa cible.

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

. site d’action.
I’antibiotique ! !

Antibiotique éjecté de la cellule par transport

Pompes 3 efflux actif et site d’action devenant inaccessible

7.1- Mécanisme de la résistance enzymatique

La bactérie produit une enzyme qui inactive ou détruit lI'antibiotique c'est le mécanisme
le plus répandu (Carie, 2009), Il existe une variété d'enzyme B-lactamase capables
d'hydrolyser le cycle B-lactamase des B-lactamines, classées selon leur séquences d'acides
aminées en 4 groupes (A, B, C et D) c'est classification d'Ambler (Mérens et al, 2011). Ainsi
les enzymes des classes A, C et D possédent une sérine au niveau de leur site actif tandis que
les enzymes appartenant a la classe B requiérent un cation divalent, en général le zinc comme

cofacteur, d'ou leur nom de métallo-enzyme. (Mérens et al, 2011).

.
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7.2- Mécanisme de la résistance non enzymatique

7.2.1- la résistance par imperméabilité

Ce mécanisme est utilisé par les bactéries pour empécher 1'antibiotique de pénétrer
dans la cellule. (Tremblay 2007). Chez Pseudomonas aeruginosa, la diminution de
I'expression de la porine OprD ou D2 ou son altération est responsable de la résistance a
I'imipenéme (Tremblay, 2007). Ainsi, la membrane externe en limitant la vitesse de
pénétration intracellulaire des antibiotiques favorise l'action d'enzymes hydrolytiques ou
modificatrices ou de systemes d'efflux (Mérens et al, 2011). Cette bactérie résiste aux
carbapénémes en présence de zinc, cadmium ou de cobalt: elle enclenche un interrupteur qui
permet d'activiter I'expression d'un systéeme d'efflux expulsant les métaux hors de la bactérie
et ferme en méme temps la porine OprD. (Perron et al, 2009).

7.2.2- La résistance par le systeme d'efflux

La bactérie peut utiliser une pompe spécifique pour sortir I'antibiotique de la cellule.
Pseudomonas aeruginosa est capable de produire pas moins de douze systemes d'efflux actif
différents appartenant a la famille RND (resistance nodulation cell division) mais seulement 2
systemes appelés Mex (multiple efflux) contribuent a la résistance naturelle aux antibiotique
(Mérens et al, 2011). Ainsi, la pompe denommée MexAB-OprM est responsable en grande
partie de la résistance naturelle de cette bactérie aux aminosides, fluoquinolones et
tétracyclines. (Mérens et al, 2011). 1l est important de mentionner que ces systemes d'efflux

fonctionnent gréce a I'énergie de la membrane cytoplasmique. (Mérens et al, 2011).

7.2.3- La résistance par modification de cible

Ce type de résistance se produit lorsqu'une bactérie contourne le mode d'action de
I'antibiotique. Elle peut alors posséder une version modifiée de la cible d'un antibiotique, ou
acquerir une voie métabolique compléte pour contourner I'effet de I'antibiotique. (Tremblay,
2007).

.
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8 Les souches utilisées dans ce travail

8.1-Pseudomonas aeruginosa

Elle a été isolée pour la premiére fois en 1882 par Gessard (Avril, 2000).

- bacille fin, Gram négatif, rarement immobile, non sporulé.

- bactérie chimio-organotrophe avec un métabolisme strictement respiratoire, elle est
caractérisée par la pluralité des substrats hydrocarbonés utilisés comme source de carbone et
d’énergie.

- Contenue en G+C compris entre 58-70 %. (Avril, 1992 ; Pilet, 1987)

Ces bactéries largement répandues dans I’environnement vivent en saprophytes dans le sol et
I’eau. Elles se retrouvent sur les plantes et les denrées alimentaires entrainant parfois leur
altération. Elles peuvent se rencontrer chez I’homme et I’animal au niveau des flores
commensales. Certaines jouent un rdle pathogéne chez I’homme, animaux et plantes
(Brossard, 1997 ; Prescott, 1995)

-Classification : (Larpent, 2000 ; Leclerc, 1977)

Famille : Pseudomonadaceae
Genre: Pseudomonas

Espéce: aeruginosa

8.2- Staphylococus aureus
Les staphylocoques ont été découverts dans un pus par Pasteur en 1880. En 1884, Rosenbach
a obtenu des cultures pures de ces bactéries. 1l a scindé le genre Staphylococcus en deux

groupes selon que les colonies étaient blanches ou dorées (Avril, et al, 2000).

Il s’agit de germes trés répandus dans la nature (air, eau, sol). Les staphylocoques, en
particulier les especes S. aureus et S. Epidermidis, font partie de la flore normale de
nombreux individus qui sont des «porteurs asymptomatiques ». Cependant ces souches
peuvent étre a I’origine d’auto- infections ou contaminer d’autres individus. On peut estimer
que 20 a 75% des sujets sont porteurs de S.aureus: porteurs persistants, porteurs occasionnels,

ou transitoires a I’opposé, certains individus sont « non porteurs» (Avril et al, 2000).

.
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- Staphylococcus aureus est retrouvé chez 20 a 30% des individus au niveau des fosses
nasales et/ou de la gorge, il est également présent en faible quantité dans le tube digestif. A
partir du rhinopharynx, la bactérie est disséminée sur la peau (en particulier les mains et le

visage) et dans le milieu extérieur.
Classification

Famille : Staphylococcaceae

Genre: Staphylococcus
Espéce: aureus

8.3-Bacillus cereus

Bacillus cereusis a large, 1 x 3-4 um, Gram-positive, rod-shaped, endospore forming,
facultative aerobic bacterium (Vilain et al, 2006). It was first successfully isolated in 1969
from a case of fatal pneumonia in a male patient and was cultured from the blood and pleural

fluid. 16s rRNA comparison reveals Bacillus cereus to be most related to Bacillus anthracis,

and Bacillus thuringiensis, (DelVecchio et al, 2005).

Classification

Famille: Bacillaceae

Genre: Bacillus

Espéce: cereus

8.4-Enterobacter SP

Enterobacter est un genre de bactérie appartenant a la classe des Gammaproteobacteria et a
la famille des Enterobacteriaceae. 1l s'agit d'un bacille a coloration de Gram négatif, chimio-
hétérotrophe. L'habitat est I'intestin de I'Homme et des animaux, Enterobacter est aussi trouvé
dans les selles, les eaux d'égouts, le sol, les produits laitiers. Certaines souches du

genre Enterobacter peuvent étre responsables d'infections nosocomiales.

.
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1. Structure de I’ADN

L'acide désoxyribonucléique, ou ADN, est une macromolécule biologique présente dans
toutes les cellules ainsi que chez de nombreux virus. L'ADN contient toute I'information
génétique, appelée génome, permettant le développement, le fonctionnement et la
reproduction des étres vivants. C'est unacide nucléique, au méme titre que l'acide
ribonucléique (ARN). Les acides nucléiques sont, avec les peptides et les glucides, I'une des

trois grandes familles de biopolymeres essentiels a toutes les formes de vie connues.

Les  molécules dADN  des  cellules vivantes sont  formées de
deux brins antiparalleles enroulés I'un autour de l'autre pour former une double hélice
(Watson et Crick. 1953). On dit que I'ADN est bicaténaire, ou double brin. Chacun de ces
brins est un polymére appelé polynucléotide. Chaque monomére qui le constitue est
un nucléotide, lequel est formé dunebase nucléiqgue, ou base azotée,
adénine (A), cytosine (C), guanine (G) ou thymine (T), liée a un ose (le désoxyribose) et lui-
méme lié & un groupe phosphate (Figure05). Les nucléotides polymérisés sont unis les uns
aux autres par des liaisons covalentes entre le désoxyribose d'un nucléotide et le groupe
phosphate du nucléotide suivant, formant ainsi une chaine ou alternent oses et phosphates,
avec des bases nucléiques liees chacune a un ose. L'ordre dans lequel se succédent les
nucléotides le long d'un brin d’/ADN constitue la séquence de ce brin. C'est cette séquence qui
porte l'information génétique. Celle-ci est structurée en genes, qui sont exprimés a travers
la transcription en ARN. Ces ARN peuvent étre non codants — ARN de transfert et ARN
ribosomique notamment — ou bien codants : il s'agit dans ce cas d'/ARN messagers, qui
sont traduits en protéines par des ribosomes. La succession des bases nucléiques sur I'ADN
détermine la succession des acides aminés qui constituent les protéines issues de ces génes. La
correspondance entre bases nucléiques et acides aminés est le code génétique. L'ensemble des

génes d'un organisme constitue son génome.

.
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(12)) Acide phosphoriaue | Guanine:

e

 Cytosine

- Bases

Figure 05 : structure chimique de I’ADN

(http://www.geneticengineering.org/chemis/Chemis-NucleicAcid/ADN.htm)

Les bases nucléiques d'un brin d'ADN peuvent interagir avec les bases nucléiques d'un
autre brin d'/ADN a travers des liaisons_hydrogene, qui déterminent des régles d'appariement
entre paires de bases: l'adénine et lathymine s'apparient au moyen de deux liaisons
hydrogéne, tandis que la guanine et la cytosine s'apparient au moyen de trois liaisons
hydrogéne (Figure7), les bases azotées adénine et guanine appartiennent au groupe de purines
alors que les bases thymine et cytosine appartiennent au groupe des pyrimidines.
Normalement, I'adénine et la cytosine ne s'apparient pas, tout comme la guanine et la thymine.
Lorsque les séquences des deux brins sont complémentaires, ces brins peuvent s'apparier en
formant une structure bicaténaire hélicoidale caractéristique qu'on appelle double hélice
d'ADN. Cette double hélice est bien adaptée au stockage de I'information génétique : la chaine
oses-phosphates est résistante aux réactions de clivage ; de plus, I'information est dupliquée
sur les deux brins de la double hélice, ce qui permet de réparer un brin endommagé a partir de
l'autre brin resté intact ; enfin, cette information peut étre copiée a travers un mécanisme

appelé réplication de I'ADN au cours duquel une double hélice d’ADN est recopiée fidelement

E
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en une autre double hélice portant la méme information. C'est en particulier ce qu'il se passe
lors de la division cellulaire : chague molécule d'ADN de la cellule mére est répliquée en deux
molécules d'/ADN, chacune des deux cellules filles recevant ainsi un jeu complet de molécules

d’ADN, chaque jeu étant identique a l'autre.

Figure 06 : I’Adénine associée a la Thymine et la Guanine associée a la
Cytosine.

(http://www.geneticengineering.org/chemis/Chemis-NucleicAcid/ADN.htm).

Dans les cellules, 'ADN est organisé en structures appelées chromosomes. Ces chromosomes
ont pour fonction de rendre I'ADN plus compact a I'aide de protéines, notamment d'histones,
qui forment, avec les acides nucléiques, une substance appelée chromatine. Les chromosomes
participent également a la régulation de I'expression genétique en déterminant quels partis
del’ADN doivent étre transcrites en ARN.

Chez les eucaryotes (animaux, plantes, champignons et protistes), I'ADN est essentiellement
contenu dans le noyau des cellules, avec une fraction d’ADN présent également dans
les mitochondries ainsi  que, chez lesplantes, dans leschloroplastes.  Chez
les procaryotes (bacteries et archées), I'ADN est contenu dans le cytoplasme. Chez
les virus qui contiennent de I'ADN, celui-ci est stocké dans lacapside. Quel que soit

I'organisme considére, I'ADN est transmis au cours de la reproduction : il joue le réle de
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support de I'nérédité. La modification de la séquence des bases d'un géne peut conduire a
une mutation génétique, laquelle peut, selon les cas, étre sans conséquence pour l'organisme
ou, au contraire, étre incompatible avec sa survie. A titre d'exemple, la modification d'une
seule base d'un seul géne, celui de la 2-globine, une sous-unité protéique de I'némoglobine A
du génotype humain est responsable de la drépanocytose, une maladie génétique parmi les

plus répandues dans le monde.

2- les mutations

La mutation est une modification héreditaire du matériel génétique d’un individu en
absence de confrontation avec un matériel génétique étranger (Guiraud, 1993). Cette
altération peut étre induite par divers agents chimiques et physiques sur I’ADN et peut étre
due a des erreurs rares dans la réplication de I’ADN (Winter, 2000).

La position de la mutation sur les genes est importante. Le changement se traduit par une
variation phénotypique de la cellule, mais qui peut étre inapercue, si elle survient sur une
partie non codante du génome (Nicklin, 2000).

On distingue : la mutation ponctuelle, la plus fréequente. Il s'agit de la plus simple
mutation correspondant a la substitution d'un nucléotide par un autre, mettant en jeu
I’altération d’une unique base, ce qui modifie un codon de telle sorte que I’acide aminé soit
aussi modifié. Cette mutation est dite faux sens. Alors que, si le nouveau codon code pour un
codon stop, la mutation est dite non sens (Winter, 2000).

La déletion, I'insertion, la duplication ou la translocation, concernent des modifications

portant sur des chromosomes entiers par modification de leur nombre ou de leurs structures.

2.1-Caracteres de la mutation bactérienne

Une mutation naturelle est un phénomene rare (Guiraud, 1993). Il n’affecte qu’une faible
fraction de I’ensemble des cellules bactériennes d’une large population (10° & 10° par
génération). La mutation est mesurable par le taux de mutations qui est la probabilité pour une
bactérie de muter pendant une unité de temps définit souvent par le temps de génération
(Dupont, 2001).

e


https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9r%C3%A9dit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mutation_g%C3%A9n%C3%A9tique
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-unit%C3%A9_prot%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9moglobine
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9notype
https://fr.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dr%C3%A9panocytose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_g%C3%A9n%C3%A9tique

Chapitre Il Mutagenése

La mutation naturelle est spontanee, ne dépend pas des conditions du milieu, la présence
par exemple d’un antibiotique dans le milieu ne favorise pas I’apparition des formes
résistantes a tel antibiotique. La mutation n’affecte habituellement qu’un seul caractére en
respectant les autres.

La mutation d’un caractére donné ne modifie pas la probabilité de mutation d’un autre
caractére. La probabilité pour une bactérie de subir simultanément deux mutations distinctes
est le produit des probabilités individuelles de ces deux mutations, ce qui indique que le
caractere mutation est indépendant (Guiraud, 1993).

Les modifications apportées par la mutation sont rendues permanentes par la réplication
de I’ADN et elles sont transmises aux cellules filles a I’issue de la division cellulaire. Le
caractére acquis est alors transmissible a la descendance, la mutation est donc héréditaire
(Winter, 2000).

3- la mutagenese

L utilisation d’agents mutagenes est une méthode classique et efficace pour générer une
panoplie de mutants. Afin de mener a I’isolement d’une souche mutante désirée, le traitement
mutagéne doit induire des mutations qui seront exprimées, c'est-a-dire que les dommages a
I’ADN doivent étre soumis a un systeme de réparation enclin a I’erreur, afin de produire une
mutation transmissible a la progéniture. Aprés quoi, la ségrégation est nécessaire pour
convertir une mutation initialement établie en tant que changement de base sur un seul des
brins d’ADN en une mutation double-brin (Hopwood, 1970).

Les mutations peuvent étre induites de fagon aléatoire, par I’utilisation de rayonnements
ou d’agents ionisants, alkylants ou de desamination de bases. L’utilisation de rayons UV
induit une variété de mutations, mais n’est pas suffisamment efficace pour étre vraiment utile
chez les actinomycetes a cause du faible rendement (Baltz, 2001). En revanche, la N-méthyle-
N’-nitro-N-nitrosoguanidine est I’agent mutagéne de choix, produisant, dans les conditions
adéquates, un nombre extrémement élevé de mutants, avec comparativement tres peu de
mortalité (Hopwood, 1970).

3.1-Les agents mutagenes

Un mutagéne est un agent naturel ou résultant de I’activité humaine, physique ou chimique

qui peut altérer la structure de I’ADN (Dupont, 2001).

-
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3.1.1- Les agents chimiques

Une grande variété de produits chimiques est en mesure de causer des mutations de
I’ADN (Winter, 2000). On distingue 4 groupes d’agents chimiques (Boucher, 2002) : les
analogues de bases, agents désaminant (ou modifiant I’ADN), les agents alkylants et agents

intercalants.

3.1.1.1- Les analogues de bases

Il s’agit des molécules qui ressemblent par leurs structures aux bases azotées ordinaires,
mais qui affichent des propriétes légérement différentes en ce qui concerne I’appariement des
bases (Tortora, 2003). Ces produits exigent des conditions d’utilisation précises et ne sont
bien efficaces que sur des cellules en multiplication (Guiraud, 1993 et Dupont, 2001).
Lorsqu’ils sont incorporés, ils subissent des modifications tautomeriques similaires aux bases
normales mais a des frequences plus élevees ce qui aboutit a une mutation (Nicklin, 2000 et
Griffiths, 2001).

3.1.1.2- Agents désaminant ou agents modifiant I’ADN

Ces agents donnent des mutations ponctuelles mais également des mutations plus étendues
et inactivantes (Guiraud, 1993). Son mode d’action est de modifier chimiquement des bases
d’ADN (généralement au repos). Certaines sont a I’origine de I’addition de groupement alkyl
ou oryl (Winter, 2000).

3.1.1.3- Agents intercalants

Ce sont des composants plats, a 3 anneaux, similaires en structure a une paire de bases.
Ils peuvent s’intercaler dans I’ADN provoquant une distorsion de I’hélice et donc un
glissement durant la réplication, I’insertion et la délétion de bases (Nicklin, 2000; Winter,
2000; Griffiths, 2001).
3.1.1.4- Agents alkylants

Ce sont des réactifs capables d’entrainer des méthylations, éthylations ou alkylations
supérieures au niveau des bases mais aussi a celui des groupements phosphate. 1ls sont actifs
sur I’ADN au repos. L’alkylation s’effectue en N ou O avec une efficacité variable selon la
base, la position et le microorganisme utilisé (Guiraud, 1993). L’action de quelques agents
chimiques sur I’ADN est résumée dans le (tableau 3).

g
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Tableau 03 : quelques agents chimique mutagéne (Guiraud, 1993 ; Galzy, 1993 ;
Winter, 2000 ; Griffiths, 2001; Tortora, 2003).

Classe

Exemple

Mode d’action

Analogues de bases

5-bromouracile

Analogues de la thymine provoque des
transitions de AT en GC.

2-aminopurine

Analogues de I’acridine s’apparie avec la
thymine ou avec la cytosine. engendre des
transitions AT en GC et des transitions de
GC en AT lorsqu’elle s’apparie avec

I’adénine

Produits chimiques modifiant
I’ADN

Acide nitreux

Agit sur I’ADN au repos. Désamine
I’adémine en hypoxantine, la cytosine en
uracile et la guanine en xanthine.

Crée de transition d’AT en GC et

probablement quelques transversions.

Agents intercalants

Bromure d’éthyle.

S’intercale dans la double helice, et
provoque un glissement de paires de bases
adjacent, ce qui resulte des mutations de

framshift.

Acridine orange
proflavine.

S’intercale entre les bases empilées de la
double hélice de ’ADN. ce qui induit
I’addition ou la délétion d’une paire de base

et donc une mutation framshift.

Agents alkylants

Ethyle-méthane

sulfonate

Ajout de groupes méthyles en différentes
positions de bases. N’est pas incorporé dans
I’ADN mais altére une base en une forme

qui provoque le mouvais appariement.
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3.1.2- Les agents physiques
3.1.2.1- Les radiations ionisantes

Les radiations ionisantes hautement énergétiques, comme les rayons X ou gamma
provoquent dans la molécule d’ADN des altérations étendues qui provoquent des coupures
dans les brins et la destruction de sucres et de bases (Winter, 2000). Ils induisent aussi la

formation des radicaux libres.

3.1.2.2- Les radiations non ionisantes : la lumiére ultraviolette

La lumiére UV est fréquemment utilisée au laboratoire pour induire des mutations et
son mécanisme d’action est le plus connu (Nicklin, 2000). Les conséquences les plus graves
de I’exposition a la lumiére UV, sont les modifications de I’ADN, molécule qui porte toutes
les informations nécessaires a la vie des cellules et des individus (Angulo, 2004). Les rayons
UV provoquent des transitions GC en AT, des mutations décalentes et des délétions
(Guiraud, 1993). L’exposition directe de I’ADN aux rayonnements UV, se traduit par la
formation de liaisons covalentes indésirables entre certaines bases. Les Thymines adjacentes
dans un brin d’ADN peuvent se lier deux a deux pour former des diméres de thymine. S’ils ne
sont pas extirpés, ces diméres peuvent occasionner des dommages graves a la cellule,
géneralement letale. Parce qu’ils empéchent ces dimeéres de répliquer I’ADN touchee ou de se
transcrire correctement (Totora, 2003 et Angulo, 2004). Cette structure de dimérisation des
bases pyrimidiques, appelée dimeére cyclobutyle conduit a empiler les bases et peut mener a
des délétions aprés réplication de I’ADN. Elle provoque aussi une distorsion de I’hélice de
I’ADN (Winter, 2000 et Nicklin, 2000).

La lumiere UV agit en induisant la formation des radicaux, qui provoquent la
formation des dommages oxydatifs de I’ADN (Borel et al, 1999).

Les radiations ultraviolettes sont classées en trois groupes en fonction de la longueur
d’onde : les UVC (190 a 280 nm), les UVB (280 a 320 nm) et les UVA (320 a 400 nm)
(Borel et al, 1999).

Les radiations UV les plus efficaces sont celles de longueur d’onde comprise entre 200
et 300 nm, et qui correspondent au maximum d’absorption des acides nucléiques. Les lampes

germicides a faible pression de mercure sont efficaces (» = 245 nm) (Guiraud, 1993).

-
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En raison de la faible pénétration du rayonnement UV, le volume de la suspension
microbienne traité doit étre limité, exposé sous une faible épaisseur (pas plus de 1lcm) et
Iégérement agité (Guiraud, 1993).

Les cellules sont étalees a la surface d’une boite de Pétri et mises a I’action des rayons

Ultra-violets, le temps d’irradiation est déterminé experimentalement (Galzy, 1993).




Le but de notre travail est :

e Etude I’antibiogramme des quatre souches bactériennes (Bacillus cereus, Enterobacter
sp, Pseudomonas aeruginosa, et Staphylococcus aureus.
e Sélection des colonies résistantes a I’antibiotique Cefazoline d’une fagon spontanée

d’Enterobacter SP.



Matériel et Méthodes

Matériel et Méthodes
1-Matériel

Notre travail a été réalisé au niveau de laboratoire de Microbiologie de la Faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de Mostaganem, (Algérie).
1.1-Matériel biologique
1.1.1-les souches étudiées

Les quatre souches bactériennes utilisées dans ce travail ont été isolées du sol au niveau du

laboratoire de microbiologie et biologie végétale :

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Enterobacter sp

Les souches sont identifiees par les doctorantes CHIBANI (Bacillus cereus et Enterobacter

sp) et BENCHOUK (Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus)
1.2- Milieux de cultures (Annex 01)
1.2.1-Milieux de cultures solides
> Gélose Nutritive (GN)
1.2.2-Milieux de cultures liquides
> Bouillon Nutritif (BN)
1.3- les Antibiotiques

Les antibiotiques utilisés ont été acheté de la pharmacie sous formes injectable et

comprimés.
A-Ampicilline (200mg/ml) (AM) (injectable), B-Cefazoline (200mg /ml) (CZ) (injectable)
C-Retarciline (2000UI/ml) (RC) (injectable), D-Biopamox (300 mg/ml) (BP) (injectable)

E-Gentamycine (40 mg/ml) (GM) (injectable), F-Vibramycine (100mg/ml) (VM)
(comprimes)
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1.4-Préparation des disques

Les disques ont été préparés a partir du papier filtre, des diameétre 4.5mm et une épaisseur
de 0.25mm, sont d’abord stérilisés par I’autoclavage a 120°C pendant 20min, puis imprégnés
pendant une heure dans les solutions d’antibiotiques avant I’application du test (Annexe3).

1.5-Préparation de milieu d’antibiotique

La solution de I’antibiotique (Cefazoline 200 mg mlt) été diluée jusqu’a 102 (2mg ml™?).
Pour préparer trois milieux a trois concentrations différentes ; 0.5 ml, 1ml, 2 ml de Cefazoline
(2 mg/ml) ont été ajouté a chaque flacon de 200 ml de gélose nutritive pour avoir une
concentration finale de Cefazoline 5.0 pg/ml, 10.0 pg /ml et 20.0 pg /ml respectivement puis
les boites ont été coulées et laissées solidifier.

2-Méthodes
2.1- Etudes de la résistance aux antibiotiques
2.1.1-Antibiogramme (Vedel, 2005)
Principe

L’antibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classe semi-
quantitatives (sensible S, ou résistante R) et d’orienter I’antibiothérapie. Il est basé sur
I’observation de la croissance bactérienne en présence d’un ’antibiotique, obtenu par diffusion
a partir de disques dans un milieu gélosé.

Le diametre de la zone d’inhibition varie selon la sensibilité de la souche.
Technique
- La gelose nutritive doit étre coulée en boites sur une épaisseur de 4 mm laissé solidifier

avant I’emploi.

- Une suspension bactérienne a été préparée a partir d’une colonie dans 9 ml de bouillon

nutritif sous agitation a I’aide d’un vortex et incubé a 37 °C pendant 24 h.

- Iml de la suspension a été prélevé puis et versé dans la boite de pétri contenant la gélose

nutritive.

- L’excés de la suspension a été jeté, apres 5 min les disques d’antibiotique ont été déposés a
la surface de la gélose en les appliquant délicatement a I’aide d’une pince stérile.

-Les boites de pétri ont été incubées a 37 °C pendant 24 h.

.
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- Les diameétres des zones d’inhibition ont été mesurés et comparés aux valeurs figurant
dans le tableau de lecture, puis les bactéries ont été classées dans I’une des catégories ;
sensible ou résistance. (Annexe 2).

2.2- Préparation des dilutions décimales

La dilution diminue la charge microbienne de I’échantillon et a pour avoir une lecture plus

aisée des colonies bien séparées obtenues sur la surface de milieu de culture (Guiraud, 1998).

La technique des dilutions décimales est représentée dans la figure 08. 1 ml de la suspension
mere est mis dans un tube contenant 9ml d’eau physiologique stérile (c’est la dilution 10%) et

ainsi de suite jusqu’a réduire la concentration microbienne voulue (Guiraud, 1998).

La dilution de chaque suspension bactérienne a été effectué jusqu’a 10°. Puis 0.5ml de
chaque dilution a été versé et étalé sur les boites de gélose nutritive et incubée a 37 °C

pendant 24 heures, pour le dénombrement des colonies bactériennes.

1 ml _ 1ml

1ml

I
9 ml d,ea“ PR
. physﬂlﬂ'glqug ———————
Steérile '
\‘J LT
10°

10"
bH{}mﬂgénéisatiun Q

g

Pipette
stérile{

10

Figure 07 : Technique de préparation de délitions décimales.
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2.3- Sélection de la résistance
Technique

Le pourcentage de souches résistantes a un antibiotique donné a souvent tendance a
augmenter en fonction du temps d’utilisation de cet antibiotique. C’est le résultat de la
pression de sélection des antibiotiques. En effet I’administration d’un antibiotique chez un
individu entraine la disparition, ou la diminution, des bactéries sensibles a cet antibiotique et
favorise de ce fait la prolifération des bactéries ayant acquis des génes de résistance, et des
especes possédant une résistance naturelle. La résistance sélectionnée par un antibiotique peut
toucher, a des degrés divers, I’ensemble de la famille d’antibiotiques correspondante
(Quintiliani et al, 1999).

1)

- Préparer une suspension bactérienne d’une colonie dans 9 ml de bouillon nutritif sous

agitation a I’aide d’un vortex et incubé a 37° C pendant 18 a 24 h.

- préparer trois flacons de gélose nutritive, chaque flacon contient une concentration de

I’antibiotique (Cefazoline) 5, 10 et 20 g / ml, coulée les boites et laisser solidifier.

- 0,5ml de la suspension bactérienne était ajouté sur la surface de milieu contenant la
Cefazoline, incuber a 37 °C pendant 24 a 48 h.

2)

-Prendre dans le flacon GN qui contient concentration 2 ml d’antibiotique et coulée les

boites.

- prélever 1ml de la suspension puis verser sur les boite de pétri, étuver a 37°C pendant 24 a
48 h.

Les colonies formaient sur le milieu contenant I’antibiotique sont des colonies résistantes. Ces

derniéres sont contés et la fréquence de la résistance est calculer.

-
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2.3.1- Antibiogramme
- Préparer les solutions des antibiotiques a une concentration de 20 g /ml.
- La gélose nutritive doit étre coulée en boites et solidifié avant I’emploi.

-Préparer des suspensions bactériennes a partir des colonies de déférente tailles dans 9ml de

bouillon nutritif sous agitation a I’aide d’un vortex et incubé a 37 °C pendant 18 a 24 h.
-Prélever 1ml de la suspension puis verser sur la boite de pétri et laisser pendant 10 min.

-Jeter I’exces et laisser reposer 5 min puis déposer les disques d’antibiotique dilué a la

surface de la gélose en les appliquant délicatement a I’aide d’une pince stérile.
-Etuver a 37 °C pendant 18 a 24 h.
2.3.2- Ensemencement

-En prend avec la lonce de platine 6 colonie des bactéries de deférent taille et une colonie de
la suspension mere comme témoin et en fait des stries sur la gélose nutritif couler sur les boite

pétri et étuver 224 a48has37c.
2.3.3-La dépendance a I’antibiotique

-une suspension bactérienne était préparée a partir d’une seule colonie de I’isolat résistant G1.
0.5 ml de cette suspension a été étalé sur un milieu GN sans antibiotique. Etuver a 48 heures a
37°C.

-Aprés 48h en ajoute 0.1 ml d’antibiotique dans 10 ml d’aux distillé et sous agitation a I’aide
d’un vortex puis prend 0.5 ml de mélange est versé sur la moitié de boite pétré et incuber a 37
°C pendant 24 a 48 h.

-
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1-Résultats
1.1-Antibiogramme

C’est une I’interprétation de la sensibilité des bactéries a I’antibiotique en terme
d’efficacité clinique. Il permet catégoriser une souche bactérienne en classes semi-
quantitatives (sensible, résistante). Les résultats obtenus des antibiogrammes des quatre
souches étudiées ont montrés qu’Enterobacter SP sensible a tout antibiotique testé. Bacillus
cereus, et Staphylococcus aureus résistance a la retarciline et Pseudomonas aeruginosa
résistance a Cefasoline, biopamox, vebramycine et Retraciline. Les résultats de

I’antibiogramme des souches bactériennes sont présentés dans le tableau 4 et les figure
08,09, 10 et 11.

Figure 08 : Antibiogramme de la souche Bacillus cereus

A : suspension bactérienne sur gélose nutritif B : les disques déposes sur un tapi bactérien

Figure 09 :Antibiogramme de la souche Staphylococcus aureus

E
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C : la suspension bactérienne sur gélose nutritif D : les disques déposeé sur la suspension
bactérienne

Figure 10 : Antibiogramme de la souche Enterobacter sp.
E : la suspension bactérienne sur gélose nutritif

F: les disques déposeé sur la suspension bactérienne

Figure 11 : Antibiogramme de la souche Pseudomonas aeruginosa

G : la suspension bactérienne sur géelose nutritif

F : les disques déposé sur la suspension bactérienne

E
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Les résultats des antibiogrammes des souches est représenté en histogrammes dans la Figure

12.
Tableau 04 : Résultats d’antibiogramme pour les souches bacteriennes.
Antibiotique
Souches Ampiciline | Cefasoline | Retarciline | Biopamox | Gentamycine | Vibramycine
Bacillus Cereus S S R S S S
Staphilococcus aureus S S R S S S
Enterobacter SP S S S , S S S
Pseudomonas
. S R R R S R
aeruginosa
40
35
T 30
E
c
2 M Bacillus cereus
ﬁ B Staphylococus aureus
(=
° Entirobacter SP
w
% B Pseudomonas aeruginosa
©
g
£ RC BP GM VM
2

Antibiotiques

Figure 12 : Résultats d’antibiogramme des souches bactériennes (diamétre de la zone
d’inhibition en mm).

La souche Enterobacter sp. Est sensible & tous antibiotiques testés. Les deux souches

Bacillus cereus, et Staphylococcus aureus ont montrés une résistance a la retarciline, mais la

souche Pseudomonas aeruginosa eétait la seul résistante aux quatre antibiotiques Cefazoline,

biopamox, vebramycine et Retraciline.
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Le taux de résistance aux antibiotiques

Le taux de résistance aux antibiotiques est calculé comme suite :

Nombre des souches résistance

Le taux de résistance (%) = X 100

Nombre total des souches

Dans cette étude 75% des souches ont exprimé une forte résistance a la retarciline.

Seulement 25% des souches ont exprimé une résistance a la cefazoline, biopamox et

vibramycine. (Figure 13)

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

Taux de résistance %

0%

Ccz RC BP VM

Antibiotiques

Figure 13 : profils de résistance des quatre souches testés sur 04 antibiotiques.
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1.2-Dénombrement des colonies
Des délutions ont été préparé pour le but d’avoir une lecture plus aisée des colonies

bien séparées obtenues en culture mixte. Les résultats sont représenté dans la (Figure 14).

Figure 14: représente la croissance de la souche Enterobacter SP apres les différentes
dilutions.

A :suspension mére B : 10, C:102 D:10-3 E:10% F:10% G:10°

N= 80%108x2=16x10" UFC/ml.

E
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1.3-Sélection de la résistance
Résultats représente dans la (Figure 15,16).

Figure 15 : sélection des colonies de Enterobacter sp résistantes (fleches) sur de différents
concentrations d’antibiotiques

T :suspension bactérienne sur le gélose sans antibiotique A : 5 pg/ml d’antibiotique
B : 10 pg/ml d’antibiotiqu C : 20 pg/ml d’antibiotique

-On observe dans laboite de 5 pg/ml et 10 pg/ml d’antibiotique quelque colonies resistantes
et dans la boite de 20 pg/ml d’antibiotique auncune colonie. Dans la boite T (temoin) un tapi
bactérien a été formé

Figure 16 : Sélection des colonies de Enterobacter sp résistantes (fleches) sur de différents
concentrations d’antibiotiques

A : 2ml d’antibiotique (cefazoline) dans une gélose nutritive.
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49 colonies de différent taille ont été recenses représente dans le Tableau 05.

Cette colonie résistante aux antibiotiques donc c¢’est une mutation spontanée

Tableau 05 : Nombre des colonies des différentes tailles.

Fréquence de mutation =le nombre des mutations/ le nombre totale

=49/ 160 10° = 3.06
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Figure 17 : Purification des isolats résistants des souches Enterobacter sp.sur GN.

E
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1.5.-Antibiogramme des isolats résistants
Les isolats sélectionnés sont tous résistants a tout les antibiotiques testé Ampiciline ,

Cefazoline, Retarciline, Biopamox, Gentamycine, et Vibramycine. Les isolats resistants
donnent un taux plus élevé (100%) a tout les ‘antibiotiques. Les résultats d’antibiogramme
sont représente dans le Tableau 6 et la Figure 18 et 19.

Tableau 06 : résultats d’antibiogramme des isolats résistants

tibiotique Antibiotiques
Souche Ampiciline | Cefazoline | Retarciline | Biopamox | Gentamycine | Vibramycine

P1 R R R R R R

P2 R R R R R R

M1 R R R R R R

M2 R R R R R R

Gl R R R R R R

G2 R R R R R R

16
c
=]
=
2
:g mP1
(70 B
g E mP2
RE =M1
(7]
£5 = M2
[<D)
= mGl
E
g mG2
D T T 1
BP VM
Antibiotique

Figure 18 : Résultats d’antibiogramme des isolats résistants

Les isolats résistants donnent un taux plus élevé (100%) a tout les ‘antibiotiques.

)
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Figure 19 : Antibiogrammes des isolats résistants de souches d’Enterobacter SP.
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1.6-La dépendance a I’antibiotique
Un isolat (G1) résistant ne pouvait pas pousser sur un milieu sans I’antibiotique

cefazoline. Mais lorsque 0,5 ml de solution de cefazoline était étalé sur la surface du méme
milieu, les colonies sont apparues et sont devenues normales. Cet isolat semblait étre

cefazoline-dépendant (Figure 20)

Figure 21:bactéries dépendante & I’antibiotique cefazoline.

Une suspension bactérienne était préparée a partir d’une seule colonie de I’isolat résistant G1.
0.5 ml de cette suspension a eté étalé sur un milieu GN sans antibiotique. Aprés 48 heures
d'incubation a 37 ° C, aucune colonie n'est apparue sur le milieu. Sur une moitié de la boite de
Petri, on a ajouté 0,5 ml de solution de cefazoline et la boite est incubée pendant 24 heures
supplémentaires. La partie de la boite qui a été mise en contact avec I’antibiotique que les

colonies poussent.

E
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2-Discussion
Les résultats d’antibiogramme montrent que les souches étudiés Entirobacter SP

sensible a tout antibiotique testé ( Ampiciline, Cefazoline, Retarciline, Biopamox,
Gentamycine et Vebramycine), Staphylococus aureus et Bacillus cereus resistance a la
retarciline et pseudomonas aerruginosa résistance a Cefazoline, Retarciline, biopamox et
vebramycine par contre Escherichia coli ZATCCZ sensible a 10 antibiotique et résistance
aux ampiciline et pseudomonas aeruginosa sensible a tout les’ antibiotiques. Ces résultats
concordent avec les travaux de (Loucif. 2006).

Dans cette étude le taux de la résistance des souches a la retarciline (75%), ses souches

donnent un taux de la résistance (25%) a la cefazoline, biopamox et vebramycine.
Les isolats resistants donnent un taux plus élevé (100%) a tout les’antibiotiques par contre le
travacau de (Djoher, 2013) les souches isoleés (Salmonella spp, Entirobacter cloacae,
Klebseilla oxytoca, Enterobacter aeruginosa, E.coli, Raoultella ornithinolytica, Serratia
fonticola, Moraxella spp, Serratia marcescens) ont exprime une forte résistance de 100% a
cefazidine suivi par 85% de ticarciline.

Ses souches donnent méme taux de résistance (75%) a I’amoxiciline et cefuraxine, ainsi
ses souches on exprime un niveau moyen de (55%) a la gentamycine et (50%) a tobramycine
suivi par un seuil faible de I’ofloxacine.

La dépendance de bactéries résistantes aux antibiotiques est de loin le plus grand et le
plus fort mode de résistance bactérienne que nous pouvons espérer rencontrer. Les souches
dépendantes aux antibiotiques sont appelées «bactéries a base d'antibiotiques». Dans une
étude, Rosato et al (1995), Fraimow et al (1994) ont constaté qu’aprés I'échec initial du
traitement clinique, la bactérie Enterococcus faecalis était résistante a la vancomycine, mais
elle en avait besoin pour sa croissance. Eltringham, un microbiologiste clinicien, a déclaré: "l
s'agit de la premiere instance d'isolement [enterocci dépendant de la drogue] chez les patients
malades,

Une fois que I'organisme développe une dépendance, I'implication de la culture en laboratoire
est grave. La souche risque de croitre et ne sera identifiée que si I'on observe une croissance
accrue dans les zones proches de la drogue. Ceci est beaucoup plus difficile en ce qui
concerne la tuberculose multirésistante, qui est souvent difficile a développer. Comme le
souligne Zhong et al, (2010) ; Vilain et al (2006), «la tuberculose dépendante de la rifampine
est un probleme de traitement non reconnu et potentiellement grave. La résistance a la

rifampicine est inquiétante. Les études soulignent les dangers potentiels du traitement continu

.
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de la TB-MR avec des rifamycines qui surviennent souvent en raison d'un test de sensibilite
aux médicaments retardé ou absent. D'autres études sont nécessaires pour déterminer dans
quelle mesure la TB-MR dépendante de la rifampicine est en conditions de terrain et si elle
contribue a l'aggravation de la maladie chez les patients atteints de MDR et aux échecs de

traitement.




Conclusion

Conclusion
Au cours des cinquante dernieres années, les antibiotiques ont joué un role crucial dans la
lutte contre de nombreuses maladies et leur développement a révolutionné le
traitement des maladies infectieuses. Leur découverte a été I'une des principales causes de
l'augmentation spectaculaire de lI'espérance de vie moyenne durant le XXieme siécle.

Leur importance est d’une grande utilité pour une meilleure prise en charge de la santé
publique (Grace Yim, 2011). Cependant, avec l'utilisation croissante et parfois injustifiée de
ces molécules, les bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines sont devenues
résistantes aux antibiotiques. Cette situation apparait particulierement préoccupante en milieu
hospitalier. La pression de sélection exercee par I’utilisation importante de I’antibiothérapie et
la diffusion épidémique des souches résistantes sont les deux facteurs principaux
conditionnant cette évolution (Soussy, 2007).

Le but de ce travail I’antibiogramme des quatre souches et sélection de la résistance.

Les résultats obtenus des antibiogrammes des quatre souches étudiées ont montrés,
Enterobacter SP sensibles a tous antibiotiques utilisés, Staphylococcus aureus et Bacillus
cereus resistance a la retarciline et pseudomonas aerruginosa  résistante a Cefazoline,
Retarciline, biopamox et vebramycine et les isolats résistants résistante a tout antibiotiques.
Dans cette étude le taux de la résistance des souches a la retarciline (75%), ses souches
donnent un taux de la résistance (25%) a la cefazoline, biopamox et vebramycine.

Le taux de la résistance des isolats résistants aux antibiotiques plus élevé (100%).

Entirobacter SP on présente une fréquence de résistance a la cefazoline est 3.06 10
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Liste des annexes

Annexe 01 : les milieux de culture

Gélose nutritive (GN) :

Pour 1 litre de milieu :

PEPIONE . 69
Extrait de Viande :........ 19
EXtrait de LeVUIE ©... oo e e e e e 29
N L e 59
AT e 159
PH e e 7

Bouillon nutritive (BN) :

Pour 1 litre de milieu :

PEPIONE . 69
Extrait de Viande :........ 19
EXtrait de LeVUIE @ ... e 29
N L ©e e e e 59
PH e e 7

Baudistillée 1. ..o e 1000m1



Annexe 02 : les tableaux des résultats d’antibiogramme.

Tableau 07 : les diametres des zones inhibitions des souches bactériennes.

Antibiotique Diamétre en (mm)
Souches Ampiciline | Cefazoline | Retarciline | Biopamox | Gentamycine | Vibramycine
Bacillus 20 24 18 20 32 34
Staphylococus 20 25 10 19 21 30
Entirobacter 30 33 25 32 30 25
Pseudomonas 20 0 0 15 26 15

Tableau 08 : les diametres des zones inhibitions du Entirobacter SP de

différent taille.

isolats résists de

antibiotique Diametres en (mm)
m Ampiciline | Cefazoline | Retarciline | Biopamox | Gentamycine | Vibramycine

P1 9 7 5 0 09 0

P2 9 7 0 0 09 0

M1 10 9 7 0 10 0

M2 10 9 0 0 10 0

Gl 13 15 0 0 15 0

G2 11 15 8 0 15 08
Annexe 03 : diamétre et la charge des disques.
Tableau 09 : diametre et la charge des disques.
Antibiotique | ampilciline | cefazoline | retarciline | biopamox | gentamycine | vebramycine
Diamétre S R | S R[S R|S R| S R| S R
(mm) e21 <16 |el8 <14 |e29 <18 |el6 <16|el5 <13 |el9 <17
La charge 2mg 2 mg 20 Ul 3mg 0.4 mg 1mg
des disques
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