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Résumé

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne opportuniste responsable essentiellement
d’infections nosocomiales. Cette espéce manifeste vis-a-vis des antibiotiques un pouvoir
d'adaptation de plus en plus grand qui aboutit a des problemes thérapeutiques souvent aigus.
Les quatre articles étaient traités dans le but de mettre en évidence les mécanismes de
résistance chez Pseudomonas aeruginosa. Ces souches cumulent en permanence, plusieurs
mécanismes de résistance qui peuvent inclure I'efflux actif, I'imperméabilité résultant de la
perte de porines, des bétalactamases codées par un plasmide. Le suivi de la résistance des
bactéries aux antibiotiques est trés important pour prévenir la dissémination des souches
résistantes en milieu hospitalier.

Mots clée : Résistance ; Antibiotique ; Pseudomonas aeruginosa.

Summary
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic bacterium mainly responsible for
nosocomial infections. This species manifests an increasing power of adaptation towards
antibiotics, which results in often acute therapeutic problems. The four articles were treated
with the aim of demonstrating the mechanisms of resistance in Pseudomonas aeruginosa.
These strains permanently accumulate several resistance mechanisms which can include
active efflux, impermeability resulting from the loss of porins, beta-lactamases encoded by a
plasmid. Monitoring the resistance of bacteria to antibiotics is very important to prevent the
spread of resistant strains in hospitals.
Keywords: Resistance; Antibiotic; Pseudomonas aeruginosa.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa est un bacille & Gram négatif non fermentant. 1l est responsable,
pour une large part, d’infections nosocomiales, notamment des sites respiratoires et urinaires.
Il est particulierement redouté chez le grand brdlé et le patient atteint de mucoviscidose ou il
peut, chez ce dernier acquérir des phénotypes de multi résistance et de virulence lorsqu’il est
sous sa forme mucoide (Olivier et al, 2000), (Hogardt et al, 2007). Aujourd’hui, la
résistance bactérienne aux antibiotiques est devenue un risque majeur de santé publique, ainsi
I’un des problémes les plus importants des thérapeutiques anti-infectieuses et dans 1’industrie
pharmaceutique (Gangoue, 2007; Sanders et al, 2017). Les B-lactamines demeurent la
principale famille d’antibiotiques la plus développée et la plus utilisée dans la pratique
clinique, en raison de leur activité élevée, leur large spectre d’action, leur faible toxicité, leur
efficacité et a leur faible colt pour certaines molécules (Charlier et al, 1998; Gangoue,
2007). Et pour cela les bactéries ont développé différents mécanismes de résistance pour
contrecarrer l'action des B-lactamines, entre autre la modification de la cible (Protéines liants
Pénicillines); I’acquisition ou la surproduction des pompes efflux pour expulser 1’antibiotique
en dehors de la cellule; diminution de la perméabilité de la membrane externe pour une
diffusion plus lente des B-lactamines et la synthése des enzymes de [-lactamases qui sert a
inactiver les B-lactamines par modification chimique (Gangoue, 2007). Ce phénomene de
résistance est dii a 1’utilisation anarchique des antibiotiques, les prescriptions inappropriées,
doses inadaptées, intervalles ou durées d’administration non respectées, etc., et qui a eu de

mauvaises conséquences (Grare, 2009).

Vu la situation sanitaire actuelle dans notre pays nous n’avons pas pu travailler au laboratoire
LAMAABE au quel on appartient, ainsi nous avons réalisé une analyse de quatre articles
portant sur I’isolement et 1’identification des souches de Pseudomonas aeruginosa et enfin
réaliser un antibiogramme pour mettre en évidence les mécanismes de résistance. Cette étude
a été précedée d’une synthése bibliographique sur les antibiotiques, leur mode d’action et la

résistance de Pseudomonas aeruginosa a ces antibiotiques.

v



Partie I :
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Le bacille pyocyanique (du grec : pyon, pus ; et du latin : cyaneus, bleu foncé) est
maintenant désigné sous le nom de Pseudomonas aeruginosa (du latin : aes, airain, cuivre ;
aerugo, rouille d’airain, vert de gris ; aeruginosus, couvert de rouille). P aeruginosa est
I’espéce du genre Pseudomonas la plus rencontrée en pathologie infectieuse. Elle a été

découverte par Gessard en 1882 (Léon et al, 1990).

Figure 01 : observation microscopique de Pseudomonas aeruginosa
1. Classification

La bactérie Pseudomonas aeruginosa appartient a la famille de Pseudomonaceae qui
sont des bactéries Gram négatif, a ciliature polaire (rarement immobiles), aérobies strictes,
ayant un métabolisme exclusivement respiratoire et ne fermentent jamais le glucose. La
classification du Pseudomonas aeruginosa est présentée dans le tableau 01 suivant:
(Bourahla et Haddache, 2015)

Tableau 01 : Classification de Pseudomonas aeruginosa.

Régne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonaceae
Genre Pseudomonas

Espece Aeruginosa
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2. Habitat naturel

Pseudomonas aeruginosa est un germe ubiquitaire trés répandu dans 1’environnement.
C’est un saprophyte du sol et des milieux humides ; il peut survivre dans 1’eau distillée ou
salée. Il peut vivre sur les végétaux qui sont la source de contamination humaine et animale.
De nombreux légumes frais sont contaminés superficiellement avec des bacilles pyocyaniques
d’origine tellurique. Cela explique que la bactérie soit souvent retrouvée dans le tube digestif
(4-12% des sujets sains) et sur les endroits humides du revétement cutané (périnée, creux
axillaire) des sujets sains. En milieu hospitalier Pseudomonas aeruginosa peut étre rencontré
dans I’environnement proche du malade. Cette bactérie peut faire partie de la flore transitoire
de ’homme : flore digestive, cutanée, pharyngée ; il est montré que le portage augmente avec
la durée d’hospitalisation. (Patrick et al, 1989).

3. Morphologie

Pseudomonas aeruginosa a la forme de batonnets rigides, non sporulé, droits, avec des
extrémités arrondies. Tres mobile, se déplacant en ligne droite, avec un léger frétillement, a
condition que la tension partielle en oxygene du milieu soit suffisante. Apres coloration de
Gram, les bactéries se présentent comme des bacilles a Gram négatif, colorés uniformément
Ou avec un aspect bipolaire, ayant 0,5 a 1,0 um de diamétre et 1 a 5 um de long. Les bacilles
sont en général isolés ou en petits amas ; des formes longues sont parfois visibles dans les
vieilles cultures. Pseudomonas aeruginosa produit deux pigments : bleu (pyocyanine) et vert

fluorescent (pyoverdine). (Khalilzadeh, 2009)

v" Pyocyanine

La pyocyanine est un pigment bleu sécrété par la bactérie et impliqué dans de nombreux
mécanismes de pathogénicité. Elle réprime la réponse immunitaire de la cellule héte, induit
I’apoptose des neutrophiles. Son importance dans la virulence de Pseudomonas aeruginosa a
été démontrée lors des infections sur modéle animal. Ses propriétés oxydo-réductrices lui
permettent d’oxyder le glutathion, d’inactiver la catalase des cellules épithéliales bronchiques

et ainsi de participer aux lésions liées au stress oxydatif. (Khalilzadeh, 2009)

v" Pyoverdine
La pyoverdine est un sidérophore jouant également un réle important dans la virulence de
Pseudomonas aeruginosa, notamment par régulation de 1’expression d’autres facteurs de

virulence comme I’exotoxine A. (Khalilzadeh, 2009)
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4. Structure
La structure générale de Pseudomonas aeruginosa ressemble au modéle classique des
bactéries a Gram négatif. La cellule est limitée par deux membranes phospholipidiques,
membrane cytoplasmique et membrane externe, entre lesquelles s’intercalent 1’espace
périplasmique. La membrane cytoplasmique contient plusieurs enzymes en particulier celles
qui assurent la respiration et la phosphorylation oxydative ainsi que les PBP ou protéines de
liaison aux pénicillines La membrane externe phospholipidique contient un énorme complexe
macromoléculaire, le lipopolysaccharide (LPS) et de nombreuses protéines. Sortant de la
membrane externe, on note le flagelle polaire et des pili. La bactérie posséde également
plusieurs types d’antigénes :
— L’antigéne O : ou antigéne somatique, qui permet de définir 20 sérotypes.
— L’antigene H : ou antigeéne flagellaire, qui est formé par la partie protéique externe
des flagelles composés d’au moins 55 antigénes.
— Les autres antigenes sont les pili, les porines et I’exotoxine A. (Bourahla, Haddache,
2015)

5. Les facteurs de virulence de P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa posséde et utilise un vaste arsenal de facteurs de virulence
(Figure 2). Ces derniers lui permettent de s’adapter a différents environnements et coloniser
divers types d’hotes. Ces différents facteurs de virulence sont employés par la bactérie a des
niveaux différents au cours du processus infectieux. Deux classes de ces facteurs peuvent étre
distinguées. La premiere correspond aux facteurs secrétés comme les toxines et les protéases.
La deuxiéme classe est celle des facteurs associés a la membrane de la bactérie comme le

flagelle et les pili et qui sont principalement impliqués dans 1’adhérence et la motilité.
(Bourahla, Haddache, 2015)
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Figure 02 : Facteur de virulence de Pseudomonas aeruginosa







CHAPITRE Il : LES ANTIBIOTIQUES 2021

1. Définition

Les antibiotiques (Figure 03) sont des substances chimiques élaborées par des organismes
vivants ou produits par synthese chimique qui possédent une activité antibactérienne. Cette
activité¢ se manifeste de maniere spécifique par I’inhibition ou la modification de certain
processus vitaux des micros organismes. En fonction de la molécule, de sa concentration et du
temps de contact avec les bacteries, les antibiotiques peuvent les tuer (effet bactéricide) ou

ralentir leurs croissance (effet bactériostatique). (Bounoua, 2018)

Figure 03 : les antibiotiques.

2. Les principales familles d’antibiotiques

2.1. Les bétalactamines

Elles sont réparties en trois sous familles et un groupe d’une de ces familles : les
pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapénemes. Elles se fixent
préférentiellement sur certaines des protéines de liaison aux pénicillines (PLP) qui sont des
enzymes de la phase terminale de la synthese du peptidoglycane (transpeptidases,
carboxypeptidases) catalysant les liaisons entre les chaines peptidiques dans la paroi des
bactéries. Les bétalactamines jouent le réle d’un substrat formant une liaison stable avec
certaines PLP et bloquent I’action de ces dernieres. Ce sont des produits bactéricides temps.

(Singleton, 2005)

2.1.1. Classification
Les béta-lactamines sont classées dans quatre familles (Figure 04) : pénicillines,

céphalosporines, monobactames et carbapénemes. (Bibbal, 2008)
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Figure 04 : classification des antibiotiques.

2.1.2. Mode d’action de bétalactamine

Les B-lactamases catalysent de maniere efficace et irréversible I'hydrolyse du pont

amide de 1'anneau B-lactame des pénicillines, des céphalosporines, des monobactames; pour

donner un acylenzyme qui sera ensuite degradé en acide inactif .Ainsi, les pénicillines

sontdégradées en acide penicilloique et les céphalosporines en acide céphalosporoique.
(Fatnassi; 2020)

Les bétalactamines agissent sur la synthese du peptidoglycane en inhibant les protéines liant
la pénicilline (PLP). (Figure 05)

Action des béta-lactamines

’, 1 ::r " ’ -’ ‘/ Cv_:i = /l‘
P UL ey g e
COOTC - / / Jr. @ e ;—' =
/ G o = {
*} ’- "‘VID / —/ —,’ OO
_’ DO - / /
== )(_Y]_H:_ / / OO0 =
OO — /
7 / DX
,’ / _—COO + ,—
- / OOOCOm- [zai]

[ Arrét de Ia
Lp — PLP — synthase du
| peptidoglycane

Béta-lactamine Inactivation de la PLP

Figure 05 : Action des béta-lactamines
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2.1.3. Les béta-lactamases

Les béta-lactamases (B-lactamases) sont des enzymes (EC 3.5.2.6), capables
d’hydrolyser la liaison amide du noyau B-lactame, cette réaction rend 1’antibiotique inactif.
C’est le mécanisme de résistance le plus courant chez les bactéries Gram-négatives. Il existe
quatre classes 6 de f-lactamases : classe A, classe B, classe C et classe D. Cette classification
est basée sur la séquence en AA. Les classes A, C et D regroupent des p-lactamases a serine
active, tandis que la classe B comprend des métallo-p-lactamases. Des similarités de
séquences laissent penser que les B-lactamases a sérine active et les PBPs partagent une
origine commune. Des mutations ponctuelles des séquences de B-lactamases permettent de
modifier leur spectre d’action. Ainsi, les B-lactamases a spectre étendu (ESBLs) sont des f-
lactamases confeérant non seulement une resistance contre toutes les pénicillines, mais
également contre les céphalosporines de premiere, deuxieme et troisiéme générations.
Toutefois, certaines ESBLs sont inhibées par I’acide clavulanique. La plupart des ESBLs font
partie de la classe A, mais on en retrouve également dans la classe D. Les carbapénémases,
quant a elles, sont des B-lactamases a tres large spectre d’action capables d’hydrolyser en plus
(ou uniguement) les carbapénémes. Elles sont présentes dans les classes A, B et D. A ce jour,

plus de 4000 B-lactamases ont été répertoriées. (Lupo, 2018)

2.2. Les aminosides
Ils se fixent irréversiblement au niveau de la sous-unité 30S du ribosome ; ils sont des
inhibiteurs de la traduction : ils provoquent des erreurs de lecture du message porté par I’ARN

messager. lls sont de puissants bactéricides concentration-dépendants. (Figarella et al, 2007)

2.3. Les quinolones

Elles sont réparties en deux groupes : les quinolones et les fluoroquinolones larges
ciblées sur quelques especes. Elles agissent sur des enzymes réglant la conformation de
I’ADN, les topo-isomérases (essentiellement les topo-isomérases 1l ou ADN gyrases). Elles
sont bactéricides. Elles atteignent de bonnes concentrations intracellulaires dans les cellules

eucaryotes. (Figarella et al, 2007)
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2.4. La fosfomycine
Elle inhibe une des phases cytoplasmiques de la synthese de la paroi en bloguant une
pyruvyl-transférase ; Elle est bactéricide. (Figarella et al, 2007)

2.5. Les macrolides, lincosamides et synergistines
Ces produits se fixent sur la sous-unité 50 S du ribosome Les macrolides et les
lincosamides sont bactériostatiques ; les synergistines sont bactéricides. lls atteignent de

bonnes concentrations intracellulaires dans les cellules eucaryotes. (Figarella et al, 2007)

2.6. Les sulfamides et le triméthoprime

Ils agissent sur des enzymes de la voie de synthése de ’acide folique et des folates, qui
sont des cofacteurs de la synthése des acides nucléiques ; les sulfamides agissent sur la
dihydroptéroate-synthétase ; le triméthoprime agit sur la dihydrofolate-réductase. Ils sont

bactéricides. (Figarella et al, 2007)

2.7. Les rifamycines

Ce sont des produits inhibant la synthése des ARN messagers par inhibition de I’ARN
polymérase ADN dépendante. Elles sont bactéricides et surtout utilisées pour traiter la
tuberculose. Elles atteignent de bonnes concentrations intracellulaires dans les cellules
eucaryotes. (Figarella et al, 2007)

2.8. Les nitro-imidazolés

Reduits en dérives actifs en atmospheére strictement anaérobie, ils forment un complexe
avec un brin d’ADN provoquant une coupure de ce dernier ; Ils sont bactéricides. (Figarella
et al, 2007)
2.9. Les polymyxines

Elles se fixent sur les phospholipides membranaires ; les membranes ne peuvent plus se
remanier, se déforment et deviennent perméables. Elles sont bactéricides mais diffusent mal

dans les tissus. (Figarella et al, 2007)
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2.10. L’isoniazide

Il inhibe la synthese des acides mycoliques, constituants essentiels de la paroi des
mycobactéries 1l est bactéricide sur les bacilles a multiplication active et sur les bacilles
phagocyteés. (Figarella et al, 2007)

2.11. L’éthambutol

Il inhibe la fixation & la paroi des acides mycoliques nouvellement constitués. Il est
bactériostatique sur les bacilles a multiplication active et sur les bacilles phagocytés.
(Figarella et al, 2007)

2.12. Le pyrazinamide
Il semble agir d’une fagon proche de celle de I’isoniazide. Il est actif uniquement sur

les bacilles phagocytés. (Figarella et al, 2007)

3. Classification des antibiotiques En fonction des cibles bactérienne
Pour pouvoir mieux connaitre les antibiotiques afin qu’ils soient utilisés a bon escient,

on a procedé a leur classification selon les cibles d’action. (Figure 06) (Perryet al ; 2002)

Les cibles bactéeriennes des

antibiotiques

Le ribosome

Aminosides

Quinolones
Rifamycines

Nitroimidazolés Macrolides, kétolides
Sulfamides Lincosamides
Synergistines
“| Tétracyclines
La ;aroi%ﬁ Acide fusidique
Phénicolés
B-lactamines Linezolide

_*&, — —
La membrane externe
Polymyxines
Daptomycine

Glycopeptides
Fosfomycine

Figure 06 : Les différentes cibles bactériennes des antibiotiques
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4. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques se différencient des antiseptiques par leur mécanismes d’action, ils

agissent a un niveau précis des structures bactériennes, dénommé site d’action. L’action d’un

antibiotique est le résultat des interactions organisme-antibiotique d’une part et antibiotique-

bactéries d’autre part. Pour résumer ces dernieres, on peut dire que pour étre actif, un

antibiotique doit :

v
v
v

X/

Pénétrer jusgqu’a sa cible bactérienne.
Ne pas étre inactive.
Etre capable de se lier & sa cible.

Dans certaines situations cliniques, 1’association de deux antibiotiques ayant des sites
d’action (Figure 07) distincts sur la bactérie permet d’obtenir une meilleure efficacité
thérapeutique. Les antibiotiques les plus sélectifs sont ceux qui interferent avec la
synthese des parois bactériennes (les pénicillines, les céphalosporines, la
vancomycineet la bacitracine). Ces produits ont un indice thérapeutique élevé parce
que les parois bactériennes possédent une structure unique inexistante dans les cellules

eucaryotes. (Gaudy et Buxeraud, 2005)

Enzyme produisant
de 'acide folique

Paroi
2 bactérienne

Membrane
cytoplasmique

Figure 07 : Principaux sites d’action des antibiotiques.
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Pseudomonas aeruginosa présente un niveau élevé de résistance naturelle aux
antibiotiques. Ainsi, les molécules habituellement actives sur cette bactérie sont de nombre
restreint. Les résistances acquises pour ces antibiotiques sont cependant trés fréquentes,
résultant de I’accumulation de mécanismes de résistance liés a des mutations chromosomiques

et a ’acquisition de génes exogenes. (Bourahla, Haddache, 2015)

1. Mécanisme de résistance aux B-lactamines chez Pseudomonas aeruginosa

Depuis I'introduction de la pénicilline G en thérapeutique durant la seconde guerre
mondiale, un grand nombre de bétalactamines a été mis sur le marché. Les bétalactamines
incluant les pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapénémes
constituent la famille d’antibiotiques la plus fréquemment utilisée dans le traitement des
infections a bactéries a Gram négatif, notamment Pseudomonas aeruginosa. Les bactéries se
sont progressivement adaptées a ces antibiotiques par différents mécanismes de résistance.
(Sefraoui, 2015)

1.1. Résistances naturelles

Pseudomonas aeruginosa possede une résistance naturelle a un trés grand nombre
d’antibiotiques en raison de la production d’une bétalaclamase chromosomique inductible de
classe C qui n’est pas inhibée par le clavulanate, et d’une mauvaise perméabilité
membranaire. Pseudomonas aeruginosa est donc résistant aux pénicillines de groupe V, G, M
et A, a la plupart des céphalosporines de troisieme génération et aux quinolones de premiere
génération. Pseudomonas aeruginosa est aussi généralement résistant a la kanamycine. A ces
différents mécanismes se surajoute le systéme d’efflux actif MexAB-OprM produit
constitutivement chez les bactéries sauvages, et qui joue un rble fondamental dans la
résistance naturelle a de nombreux agents toxiques ou antibiotiques dont les bétalactamines et
les aminosides. Il a été toujours considéré comme un organisme difficile a traiter en raison de
sa résistance aux antibiotiques, Pseudomonas aeruginosa n’est sensible naturellement qu’a un

nombre restreint d’antibiotiques. (Bourahla, Haddache, 2015)

1.2.  Résistances acquises
Les bactéries peuvent également acquérir la résistance a un antibiotique. Dans ce cas, la

résistance acquise est présente seulement dans certaines souches de I’espece. Cette résistance
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résulte d’une modification génétique par mutation ou d’une acquisition de matériel génétique
étranger. (Léon et Michel, 1990)

1.2.1. Résistance enzymatique

Les premiéres bétalactamases décrites chez Pseudomonas aeruginosa avaient un spectre
étroit, tandis que les plus récentes ont un spectre d’action étendu aux céphalosporines de
troisieme et quatrieme génération, voire aux carbapénemes. Selon leur séquence en acides
aminés, ces enzymes ont été réparties en quatre classes (A, B, C et D ou classification de
Ambler). Les enzymes de classe A, C et D possédent une serine au niveau de leur site actif,
tandis que celles de classe B nécessitent le zinc comme cofacteur, d’ou leur nom de métallo-

enzymes. (Gougeon, 2017)

v" Hyperproduction de céphalosporinase chromosomique de classe C

Pseudomonas aeruginosa posséde une céphalosporinase naturelle AmpC (classe C de la
classification d’ Ambler) qui intervient dans le phénotype de résistance naturelle, décrit dans la
partie précédente. L’expression d’AmpC peut étre induite par certaines bétalactamines,
comme les carbapénémes, la cefoxitine et par I’acide clavulanique. Cette AmpC est
faiblement exprimée chez les bactéries sauvages. La production de I’AmpC est naturellement
réprimeée par une protéine AmpR. Des mutations chromosomiques dans le systeme de
régulation de la production de cette enzyme peuvent entrainer une dérépression totale ou

partielle de sa synthese. (Gougeon, 2017)

v Oxacillinase de classe D

Chez Pseudomonas aeruginosa des BLSE dérivées d’OXA-10 et OXA-2 ont été isolées
(OXA-10, 11, 14, 15,16, 19) ainsi que la bétalaclamase OXA-18. Ces enzymes sont localisées
sur des plasmides (sauf OXA-18). lls hydrolysent la plupart des bétalactamines y compris les
céphalosporines, I’imipéneme et le méropénéme. L’aztréonam et la pipéracilline sont moins
touchés, mais leurs activité n’est pas inhibée par I’acide clavulanique ou le tazobactam.
L’OXA-18 est la seule bétalaclamase de classe D inhibée par 1’acide clavulanique identifiée
chez P. aeruginosa, le gene blaOXA-18 est localisé au niveau de chromosome. (Nordman et
Guibert, 1990)
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v Carbapénémases de classe B

La résistance acquise aux carbapénemes (imipénéme), initialement rapportée comme liée a
un déficit de la porine OprD2, peut étre maintenant en relation avec la synthése de f-
lactamases de type carbapénémase (classe B). Ce sont des métallo-enzymes (MBL) qui sont
dépendantes de la présence d’ions Zn++, donc inhibables par des chélateurs d’ions tel

I’EDTA. (Nordman et Guibert, 1990)

v’ Les bétalaclamases a spectre étendu ou élargi

Les bétalaclamases a spectre élargi (BLSE) sont des enzymes récemment apparues a la
suite de mutations des pénicillinases. Elles sont plasmidiques donc transférables et sensibles a
I'action des inhibiteurs enzymatiques. Elles sont trés actives contre les pénicillines et
moyennement actives contre les céphalosporines de premiéere génération. Les mutations
géneétiques a l'origine des BLSE élargissent le spectre de ces enzymes et touchent également
les céphalosporines de troisieme génération (céftazidime et céfotaxime) et les monobactames
(aztréonam). Les bactéries produisant une BLSE n'hydrolysent pas les céphamycines
(céfoxitine) ni les carbapénemes.

Cinque types de BLSE de classe A (TEM, SHV, PER, VEB et GES) ont été détectés chez
Pseudomonas aeruginosa. Il existe actuellement neuf types connus de BLSE GES, jusqu’a
présent quatre de ces types de GES (GES-1, -2, -8 et -9) ont été trouvé chez Pseudomonas
aeruginosa. Il nous faut bien distinguer les résistances acquises aux céphalosporines de 3éme
génération (C3G), soit par hyperproduction de céphalosporinase, soit par BLSE car les
phénotypes de résistance sont différents. Ces enzymes sont habituellement détectées par une
synergie entre une C3G (notamment la céftazidime) ou 1’aztréonam et I’acide clavulanique

(aspect en “bouchon de champagne” sur un antibiogramme). (Weldhagen et al, 2003)
1.2.2. Résistance non enzymatique
v Perte de la porine OprD2

Dans les bactéries a Gram négatif, les porines bactériennes sont une des voies principales

d’entrée pour les antibiotiques usuels comme les p-lactamines et les fluoroquinolones. Cette
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protéine canalaire de la membrane externe possede un site spécifique de liaison aux
carbapénemes, et permet la pénétration sélective de I’'imipénéme. Des modifications de la
quantité absolue ou de I'état fonctionnel de ces porines ont pour conséquence une diminution
de la diffusion des antibiotiques empruntant cette voie de pénétration. Ce mécanisme par
diminution de perméabilité peut entrainer une résistance croisée a plusieurs familles
d'antibiotiques. Chez Pseudomonas aeruginosa, la modification de la protéine de membrane
externe OprD reste le mécanisme le plus fréquent de résistance a I’imipénéme. (Li XZ et al,
2000)

v Surexpression de systéeme d’efflux

Le systtme MexAB-OprM, produit constitutivement, cause une résistance naturelle a la
plupart des bétalactamines ; par dérepression génétique, il occasionne une résistance acquise a
ces molécules. Les systemes MexCD-Opr) et MexEF-OprN ne se manifestent pas
normalement, mais, suite a des mutations, peuvent étre responsables a des résistances acquises

multiples, dont le spectre est Iégerement différent. (Li XZ et al, 2000) (Figure 08)

OM

Periplasmic space

CNM

Figure 08 : Représentation schématique de la pompe MexAB-OprM. CM et OM
indique les membranes cytoplasmique et exterieure respectivement.
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2. Résistance aux aminosides

Un certain nombre d'aminoglycosides sont couramment utilisés dans le traitement des
infections a Pseudomonas aeruginosa comme la tobramycine, la gentamicine, I'amikacine et
la nétilmicine. Leur utilisation est toutefois confrontée au développement de plusieurs
mécanismes de résistance. (Poole, 2005)

Quatre mécanismes sont développés par le bacille pyocyanique pour échapper a leur action :

2.1. Résistance par inactivation enzymatique

Représente le mécanisme majeur de résistance a cette famille d’antibiotique, trois
types d’enzymes ont été décrites chez Pseudomonas aeruginosa (Figure 09) : les N-amino-
acétyltransférases (AAC), qui catalysent 1’acétylation d’un groupement NH2, les O-
phosphotransférases (APH) et les Onucléotydyltransférases (ANT) qui permettent
respectivement la phosphorylation et la nucléotydation des fonctions —OH. La modification
des AAC participe a la résistance de cette espéce a la plupart des aminosides utilisés en
thérapeutique (gentamycine, tobramycine, nétilmicine et amikacine).
Pour les APH le niveau de résistance du bacille pyocyanique augmente pour la kanamycine et
la néomycine. Enfin les ANT conférent une résistance a la streptomycine, la spectinomycine,
la gentamicine et la tobramycine. (Poole, 2005)

Enzvmes modificatrices :
" " APH : phosphotransférase
Aminosides ANT : nucléotidyltransférase
AAC : acétyltransférase

Figure 09 : Inactivation enzymatique
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2.1. Résistance par diminution de la perméabilité membranaire

La modification de la perméabilité membranaire réduit la pénétration intracellulaire des
aminosides, chez les souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa, 1’altération des différents
genes impliqués dans la biosynthése du lipopolysaccharide, s’accompagne parfois d’une

baisse modérée de la sensibilité a I’ensemble des aminosides. (Pascal, 2010)

2.2. Résistance par modification de la cible ribosomale

Plus recemment, la méthylation de I'ARNr 16S a émergé comme un nouveau mecanisme
de la résistance aux aminosides parmi les agents pathogenes a Gram négatif telle que
Pseudomonas aeruginosa, capable de modifier non pas 1’aminoside mais la structure
ribosomale sur laquelle il se fixe, ’ARN 16S. Le géne RmtA (Résistance méthylase
transférase) codant, ce mécanisme a été décrit chez Pseudomonas aeruginosa au Japon en
2003. Ces enzymes conferent des hauts niveaux de résistance aux aminosides cliniguement
utilisés, comme I'amikacine, la tobramycine et la gentamicine. Toutefois, il faut souligner que
la résistance par mutation du géne codant ’ARNr 16S n’est efficace que chez les bactéries
possédants une ou éventuellement deux copies des geénes de I’ARNr 16S. Mais Pseudomonas
aeruginosa possede quatre copies de ce géne, ainsi la probabilité qu’elles soient affectées
toutes les quatre par des mutations identiques est tres faible et la résistance par ce mécanisme
est peu probable. (Pascal, 2010)

2.3. Résistance par efflux actif

Chez Pseudomonas aeruginosa, seul le systeme d’efflux actif MexXY-OprM est capable
d’exporter les aminosides vers le milieu extérieur et d’entrainer une résistance a cette famille
d’antibiotiques.
Naturellement réprimé chez les souches sauvages, ce systeme peut étre surproduit chez
certains mutants, ce mécanisme de résistance aux aminosides semble étre la principale cause
de résistance non enzymatique a cette famille d’antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa,
en particulier parmi les isolats provenant de malades atteints de mucoviscidose. (Pascal,
2010)
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3. Reésistance aux fluoroquinolones

Chez Pseudomonas aeruginosa, la résistance de haut niveau est principalement liée a des
mutations au niveau de gyrA. Cependant, chez cette espeéce, les systémes d’efflux actif
MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ et MexEF-OprN jouent un réle important dans

la résistance intrinseque aux fluoroquinolones. (Sefraoui ; 2015)

3.1. Résistance par modification de la cible

La modification de la cible primaire pour les fluoroguinolones (ADN gyrase, également
connue sous le nom de topo-isomérase Il) se produit par des mutations ponctuelles dans la
région ou se fixe I’antibiotique appelées QRDR (Quinolone Resistance Determining Regions)
dans les genes gyrA / gyrB, qui code les deux sous unités de 1’enzyme ADN gyrase. Les
modifications de la cible secondaire (topo-isomérase V) se produisent a la suite des
mutations ponctuelles dans les génes parC et parE codant deux sous-unités de cette enzyme.
(Hooper, 2001)

3.2. Résistance par efflux actif

La surproduction des pompes d’efflux MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ et
MexEF-OprN est a 1’origine d’une résistance modérée aux fluoroquinolones ainsi qu’a
d’autres classes d’antibiotiques. Ainsi, le haut niveau de résistance aux fluoroquinolones chez
Pseudomonas aeruginosa est attribuable a I'association des surproductions de pompes a efflux

et des mutations dans les génes codant I’ADN gyrase et la topo-isomérase 1V. (Hooper, 2001)
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1. Isolement de Pseudomonas aeruginosa

- Dans le premier article (Krir et al, 2019) : 1l s’agit d’une étude rétrospective réalisée sur
des préléevements a visée diagnostique provenant du service de réanimation des brdlés du
centre de traumatologie. L’isolement de 1090 souche de P aeruginosa a partir de 6827 souches
bactériennes ont été réalisée sur la base des caractéres morphologiques, culturaux et
biochimiques a 1’aide des galeries API20E®, APINE®.

- Selon P’article (M’LAN-BRITOH et al, 2017) : Les 174 souches de P aeruginosa ont été
isolées au cours de 1’analyse microbiologique des divers produits biologiques. Les
¢chantillons ont été prélevés de patients admis dans les services d’hospitalisation. L’isolement
des souches a été effectué selon les techniques de bactériologie classique (Galerie

conventionnelle).

- Dans P’article de (Abbas et al, 2018) : 266 échantillons d'urine ont été prélevés sur des
patients avec des infections des voies urinaires admis au service d'urologie, hdpitaux
universitaires de Zagazig, Zagazig, Egypte. Un seul échantillon a été prélevé par patient. Des
échantillons ont été prélevés a partir d'urine fraiche prélevée a mi-parcours dans des
conditions stériles. Les échantillons ont été immédiatement transportés au Laboratoire de
microbiologie de la Faculté de pharmacie de I'Université de Zagazig, ou ils ont été

immédiatement traités.

-Et selon le 4éme article (Makanéra et al, 2019) : L’étude a concerné uniquement les 75
échantillons de liquides biologiques dont la recherche a été confirmée par la présence de
Pseudomonas, durant la période allant du 15 Juin 2014 au 15 Juin 2018 au Laboratoire
biomédical de I’Hopital de 1I’Amitié Sino-Guinéenne de Kipé/Conakry. Les échantillons
concernés étaient des urines, des liquides céphalorachidiens, des spermes, des secrétions
vaginales, des pus de plaie, des prélevements d’ostéomyélite et d’escarres, de liquide pleural,
de liquide de cathéter et prélevement urétral provenant de 75 patients. Ces Echantillons ont
été analysés du 15 Juin 2014 au 15Juin 2018.
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2. ldentification de Pseudomonas aeruginosa

- Dans P’article de (Abbas et al, 2018) : L'identification de P. aeruginosa était basée sur une
technique microbiologique standard comprenant : coloration de Gram, morphologie de la
colonie, motilité, production de pigment, réaction d'oxydase, croissance a 42 °C, test de
liquéfaction de la gélatine et tests d'utilisation du sucre.

- Selon (Makanéra et al, 2019) : Les examens cytobactéeriologiques des échantillons ont été
réalisés a 1’état frais par observation au microscope optique (Microscope XS - 213, Nanjing
BW Optics Co., Ltd ., Jiangsu , China) suivi de la coloration de Gram des lames porte - objet
examinés. Un kit de coloration des bactéries par la méthode de Gram - Hicker (RAL
Diagnostics, Martillac, France) a été utilisé. Les culture s bactériennes ont été faites sur
différents milieux gélosés : gélose Columbia au sang de mouton 5 % ( Liofilchem, Roseto
D.A.,, ltaly), gélose nutritive (Liofilchem, Roseto D.A., lItaly), gélose Mac Conkey
(Biomérieux, Marcy I’Etoile, France) et CLED (Biomérieux, Marcy I’Etoile, France).
L’incubation a été faite pendant 18 heures a 1’étuve (Sumsung Laboratory Instrument CO.,
Ltd, Shanghai, China). Des colonies bactériennes uniformes isolées des cultures ont été
colorées par la coloration de Gram afin de vérifier leur pureté, étape clé précédant les analyses

a ’automate Vitek 2 Compact 15 (Biomérieux, Marcy I’Etoile, France).
3. Antibiogramme

- Dans le premier article (Krir et al ; 2019) : L’antibiogramme a été réalisé par la méthode
de diffusion en milieu solide, sur gélose Mueller-Hinton (MH) pour les bactéries non
exigeantes, et sur MH additionnée de 5% de sang de mouton (MH-S) et MH-additionnée de
5% de sang de cheval et 20 mg/l de B-NAD (MH-F) pour les bactéries exigeantes. Les
résultats ont été interprétés selon les normes du Comité de 1I’Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie (CASFM).La résistance a la colistine (CST) a été confirmée par la

mesure de la CMI par microdilution sur des plagues UMIC® (Biocentric, Bandol).

- Selon I’étude de (M’LAN-BRITOH et al; 2017): Les tests de sensibilité aux
antibiotiques ont été réalisés par la méthode de diffusion en milieu gélosé utilisant des disques
d’antibiotiques standardisés et selon la méthode de Kirby-Bauer [Courvalin et al. 1985] Les

antibiotiques suivants ont ¢té testés : Ceftazidime 10 pg (CAZ), GentamicinelO pg (GEN),
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Amikacine 30 ug (AKN), Cipro - floxacine Sug (CIP), Aztréonam 30 pg (ATM), Imipenéme
10 pg (IPM), et I’association Ticarcilline+Acide clavulanique 75/10 (TCC) [Oxoid,
Angleterre]. La souche de référence utilisée pour le contrdle de la qualité de 1’antibiogramme
était la souche de P aeruginosa ATCC 25853. L’interprétation de la sensibilité aux

antibiotiques été faite selon les recommandations du CA-SFM 2016.

4. Détection phénotypique des mécanismes de résistance

4.1. Détection phénotypique de la production de pB-lactamases a spectre étendu (BLSE)

- Dans le 3éme article (Abbas et al, 2018) : Un disque qui contient ceftazidime-clavulanate
(30/10 pg) et des disques de ceftazidime (30 pg) ont été placés a une distance de 20mm sur
une boite de Mueller Hinton de 9 cm de diamétre, tel que recommandé par le CLSI. Apres une
nuit d'incubation a 37°C, une augmentation de 5 mm en zone d'inhibition des disques
combinés par rapport au disque de ceftazidime seul, a été considérée comme producteur de
BLSE.

4.2. Détection phénotypique des pompes a efflux par I'éthidium (méthode EtBr-CW)

- Selon (Abbas et al, 2018): La capacité des pompes a efflux a expulser le bromure
d'éthidium a été évalué selon la méthode EtBr-CW 22. Des boites contenant la gélose
Trypticase soja (TSA) et EtBr allant de 0 a 4 mg/L (ces concentrations ont été déterminées
selon les CMI bactériennes d'EtBr) ont été fraichement préparés sur le jour méme de
I'expérience et gardé a I'abri des lumiéres. Cultures de nuit des isolats bactériens testés ont été
préparées et ajustés a une norme de turbidité de 0,5 McFarland. Les plaques TSA de 9 cm de
diamétre ont été divisées en dix a douze secteurs formant une roue de charrette. Les cultures
bactériennes ajustées ont été écouvillonnées sur les plaques Et-Br-TSA en partant du centre de
la plaque jusqu'a la marge. Apres incubation des plaques a 37 °C pendant 16h, les plaques ont
été examinées sous transilluminateur UV (Cole-parmer, Vemon Hills, USA), la concentration
minimale d'EtBr qui a produit la fluorescence de la masse bactérienne a été enregistrée. Les
isolats étaient considérés Et-Br-CW-négatifs s'ils montraient une émission de fluorescence a
0,5-1 mg/L EtBr, intermeédiaire EtBr-CW (émettant fluorescence a 2 mg/L) ou EtBrCW-
positif (émettant fluorescence seulement a 3-4 mg/L).
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4.3. Détection phénotypique de la production de p-lactamases AmpC

- Selon (Abbas et al, 2018) : La production de la p-lactamase AmpC a été détectée de
maniere phénotypique sur les isolats résistants a la céfoxitine selon (Vanwynsberghe et al,
2009). Brievement, les disques de la ceftazidime (30g) et du céfotaxime (30 g) ont été placés
chacun a une distance de 20 mm du disque de céfoxitine (30 g) sur une boite de Mueller
Hinton. La production de lI'enzyme AmpC a été confirmée lorsque les zones d'inhibition
produites par des céphalosporines (ceftazidime ou céfotaxime) étaient >5 mm plus grands que

la zone d'inhibition des céphalosporines seules.
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1. Isolement de Pseudomonas aeruginosa

- Durant la période d’étude selon (Krir et al, 2019) : 6827 souches bactériennes non
répétitives ont été isolées. Pseudomonas &ruginosa eétait la principale bactérie isolée (1090)
(15,7%).L’évolution de 1’écologie bactérienne durant la période d’étude a été marquée par
une augmentation de la prévalence des souches de P. aeruginosa (passant de 10,6% en 2012 a
15,8% en 2018) (Tableau 02)

Tableau 02 : Répartition des germes isolés chez les brilés durant la période d’étude

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total
Bacille a 643 670 579 499 849 683 855 4778
gram négatif ~ (67,7%)  (69,2%) (71,6%) (76,3%)  (89,3%) (51,5%) (90%)  (70%)
252 263 238 215 320 344 310 1942

BGNNF*
(265%)  (27.1%) (295%) (32,5%) (28,6%) (259%)  (27.9%)  (28,4%)

101 149 113 122 225 222 173 1090

PBETUGINOSA 10 606)  (154%) (14%)  (18,6%)  (20,1%) (16,7%)  (158%) (15,7%)

*BGNnNF = bacille a gram négatif non fermentaire

- Dans P’article de (M’LAN-BRITOH ; 2017) : Un total de 174 souches de P. aeruginosa
non répétitives a été recensé. Au niveau des caractéristiques epidémiologiques des patients de
cette étude, une prédominance masculine a été observée avec un sexe-ratio de 1,6. Les
produits biologiques provenaient des services de médecine dont 25%, suivi du service mére-
enfant et du service de réanimation dont respectivement 17% et 14%. Les souches de P
aeruginosa étaient isolées principalement dans des suppurations et dans les urines
respectivement dans 45% (78/174) et 27% (47/174) des cas (Tableau 03)
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Tableau 03 : Distribution des souches de P aeruginosa selon le produit biologique
d’isolement

Nature du produit biologique Effectif %

Urine 47 27
Suppuration 78 45
Non Précise 10 6
Aspiration bronchique 10 6
Hémoculture 14 8
Bout de sonde et cathéter 12 7
Autres (LCR et Liquide pleural 3 1
Total 174 100

- Dans P’article de (Makanéra et al ; 2019) : Un total de 75 souches du genre Pseudomonas
ont été isolées sur des patients. Le sexe féminin était majoritaire avec un sexe ratio (H/F) =
0,875.L’age moyen des patients était de 49,12+23,48 ans [18 jours- 90 ans].1l faut noter que la
majorité (56% = 42/75) de ces souches de Pseudomonas ont été isolées chez des patients agés
de 50 ans et plus. (Tableau 04)

Tableau 04 : Caractéristiques sociodémographiques des patients

Caractéristiques Effectif (N=75) Pourcentage
Age
<50 ans 33 44 0
> 50 ans 42 56 ,0
Age Moyen 49,12+23,48 ans [18 jours-90 ans]
Sexe
Masculin 35 46,7
Féminin 40 53,3
Profession
Ménagéres 24 32,0
Fonctionnaires 16 21,3
Commergants 9 12,0
Eléve_Etudiants 6 8,0
Agriculteur 7 9,3
Sans emplois 5 6,7
Ouvriers 8 10,7
Provenance
Urbaine 68 90,7
Rurale 7 9,3
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- Dans I’étude (Makanéra et al ; 2019) : Un total de75 souches de Pseudomonas spp.a éeté
isolée de différents échantillons de prélévements biologiques de natures différentes. Les
urines représentaient la majorité de ces échantillons, (69,3%) suivies des pus de plaies

(13,3%) (Figure 10)
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Figure 10 : Répartition des souches de Pseudomonas en fonction des différents types

d’échantillons

2. Identification de Pseudomonas aeruginosa

- Selon (Makanéra et al ; 2019) : Six (6) especes différentes de Pseudomonas ont été
identifiées avec une majorité de I’espéce P. aeruginosa (58,7%), suivie de P. luteola (20%) et
de P. fluorescens (13%). Les trois autres especes de Pseudomonas identifiées (P. putida, P.
Oryzihabitans et P. mendocina) étaient représentées chacune par une seule souche. (Tableau

05)
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Tableau 05 : Fréquences d’identification de différentes especes de Pseudomonas

Germe Effectif (N=75) Pourcentage 1C95%
P.aeruginosa 44 58,7 47,4-69,1
P.luteola 15 20,0 12,5 30,4
P.fluorescens 13 17 3 10,4 — 27,4
P.mendocina
P.oryzihabitans i 12 8’§ - ;;
P.putida ' e

1 1,3 0 12 - 712

3. Antiobiogramme

- Selon (Krir et al, 2019) : L’étude de la sensibilité aux antibiotiques de 1’année 2012 a
I’année 2018 a montré une évolution variable de la résistance (Tableau 06). La résistance de
P. &ruginosa aux antibiotiques habituellement prescrits a augmenté durant la période d’étude.
En effet, la résistance a la ceftazidime est passée de 9,2% en 2012 a 53,5% en 2018 avec un
pic de 61,3% en 2016. Celle a I’imipénéme est passée de 46,5% a 68,7% avec un pic de 84%,
également en 2016. Les molécules les plus actives étaient la fosfomycine (FOF) et la
colistine (CST).

Tableau 06 : Evolution de la résistance aux antibiotiques de P. &ruginosa durant la période

d’étude.

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total

PIP 20,8% 49,6% 54 5% 65,8% 84,4% 72,1% 71,3% 59,8%
TZP 20,6% 42,4% 52,3% 68,8% 82,2% 71% 67,7% 57,8%
CAZ 9,2% 25,3% 17,4% 28,7% 61,3% 54,4% 53,5% 35,7%
AZT 19% 46,8% 56,8% 62,8% 95,5% 100% 100% 68,7%
IPM 46,5% 46,5% 57,7% 72,9% 84% 66,5%  68,70%  63,2%
AMK 52% 52,1% 69,9% 76,2% 80% 75,7% 76,6% 68,9%
GEN 62% 71,7% 74,5% 78,3% 79,5% 74,8% 78,6% 74,2%
CIP 42,4% 46,9% 45% 13,9% 32,9% 55,2% 64,5% 42,9%
FOF 45,4% 50% 40,6% 48,6% 35,3% 32,3% 22,9% 39,3%

CST 0% 0% 0% 1,63% 0% 0,45% 3,85% 0,8%
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GEN = gentamicine ; FOF = fosfomycine ; IPM= Imipéneme ; CIP= ciprofloxacine ; CAZ=
ceftazidime ; CST= colistine

- Dans P’article de (M’LAN-BRITOH et al, 2017) : L’imipénéme représentait la molécule la

plus active au niveau des Bétalactamines avec 92% de souches sensibles. Plus de la moitié des

souches était sensible a la Ceftazidime (71%) qui est I’antipyocyanique le plus connu des

cliniciens. La seconde classe thérapeutique active était celle des aminosides dont 89 % de

souches sensibles pour 1’Amikacine et 80% pour la Gentamycine les plus communément

utilisés en association avec avec la Ceftazidime. Et enfin 80% de sensibilité a été observée a

la Ciprofloxacine. (Tableau 07)

Tableau 7 : Distribution des souches deP aeru-ginosaselon les profils de résistance aux

antibiotiques au CHU de Yopougon de 2010 a 2016.

Antibiotiques Sensible n (%) Résistants n (%)
Amikacine 154 (89%) 20 (11%)
Aztréonam 110 (63%) 64 (37%)
Ceftazidime 107 (61%) 67 (39%)
Ciprofloxacine 139 (80%) 35 (20%)
Gentamycine 140 (81%) 34 (19%)
Imipenéme 160 (92%) 14 (8%)
Ticarcilline + Acide Clavulanique 100 (57%) 64(43%)

4. Détection phénotypique des mécanismes de résistance

- Dans I’article (Abbas et al, 2018) : L'IMP-EDTA-CDT a été realisé pour les 5 isolats
résistants a I'imipéneme et les résultats ont révélé que 2 des ces isolats étaient producteurs de
ML (Fig. 11 A). Aucun des isolats P. aeruginosa étaient producteur de BLSE (Fig. 11 D).
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Figure 11 : Détection phénotypique des mécanismes de résistance.

* A détection de MBL par la méthode IMP-EDTA-CDT, les isolats positifs ont montré
une augmentation de >7 mm de la zone d'inhibition dans présence d'EDTA.

* B, détection de la B-lactamase AmpC, les isolats positifs montrent que zones
d'inhibition produites par les céphalosporines (CAZ ou CXT) lorsqu'elles sont utilisées
avec la céfoxitine (Fox) étaient 5 mm plus grands que la zone des céphalosporines
seules.

*  C, détection des pompes d'efflux par la méthode EtBr-CW, tous les isolats n'ont pas
montré d'émission de fluorescence.

#* D, détection de BLSE a l'aide de ceftazidime (CAZ) et de ceftazidime -disques de

clavulininc (CZC), aucun des isolats n'a montreé de résultats positifs.
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Discussion

Pseudomonas aeruginosa est 1’'une des principales causes d’infections en milieu hospitalier.
Au cours de ces dernieres décennies, une augmentation de la problématique des infections a
cette bactérie, lié aux souches multirésistantes aux antibiotiques a été observée a travers le
monde entier.

La présente etude avait pour objectif de déterminer la sensibilité des souches de P .aeruginosa
isolées dans un Hopital. C’est une Agent opportuniste, ce bacille & Gram négatif de
I’environnement se révele souvent redoutable chez les sujets a immunité affaiblie notamment
dans la surinfection de sites opératoire et bralures ainsi que chez les malades intubés-ventilés
des services de réanimation. P. aeruginosa est isolé fréequemment au cours d’infections
respiratoires et de suppurations cutanées. Par ailleurs, contrairement aux auteurs sus Cités,
nous avons observé une faible proportion de souche isolées. P. aeruginosa est également de
plus en plus incriminé dans les infections urinaires. Dans cette étude le deuxiéme produit
biologique plus fréquent était représenté par les échantillons d’urines avec 27% (47/174). Ce
résultat semble proche de ceux de (Van et al, 2003) qui trouvent respectivement 26,36% et
21%. (M’LAN-BRITOH et al, 2017)

Le sexe féminin était majoritaire avec un sexe ratio (H/F) = 0,875. L’age moyen des patients
était de 49+23ans avec les extrémes de 18 jours-90 ans.

La détection phénotypique de la production de MBL a révélé que seulement 2 des 5 résistants
a l'imipénéme les isolats (40 %) étaient MPBL-positifs. Une ancienne étude égyptienne a
rapporté des résultats relativement similaires ou 27% des P. aeruginosa étaient des
producteurs de MBL.

Tous les isolats testés étaient producteurs de B-lactamase AmpC. (Chika et al, 2016), ont
constaté que 36 % des isolats de P. aeruginosa étaient des producteurs d’AmpC. La présence
d'AmpC B-lactamase a été confirmée par PCR.

Le systéeme d'efflux contribue a la résistance naturelle des bactéries a une large gamme
d'antibiotiques et de détergents. Dans cette étude, un efflux actif a été détecté dans tous les
isolats. Ceci etait conforme a (Rana et al ; 2015) qui a signalé la présence d'efflux dans tous
les isolats MDR.

Les infections nosocomiales constituent un probléme grave chez les brilés en réanimation, du
fait de la mortalité et du colit d’hospitalisation qu’elles engendrent.

La connaissance de 1’écologie bactérienne locale aide au choix de 1’antibiothérapie de

premiére intention et contribue par conséquent a ameliorer le pronostic de ces patients.

=
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P. &ruginosa était la principale bactérie isolée dans notre eétude. Ce germe joue un réle majeur
dans les infections chez le bralé. Sa prolifération étant favorisée par 1’environnement humide
souvent rencontré dans les centres des briilés (bains, pansements, solutions d’antiseptiques...),
P. &ruginosa peut survivre longtemps dans ces niches, constituant un risque d’infection chez
ces patients. Par ailleurs, ce germe secréte un grand nombre de toxines et d’enzymes
responsables de sa virulence, qui s’expriment préférentiellement sur le terrain
immunodéprimé induit par la brllure. La capacité de P. eruginosa a former un biofilm est un
facteur important associé a la persistance bactérienne et aux infections, car ceci peut entraver
I’action des antibiotiques. Les infections causées par ce germe sont souvent difficiles a traiter
en raison du niveau élevé de résistance aux antibiotiques, et par conséquent la réduction des
alternatives thérapeutiques. La mortalité associée est ainsi importante. En effet, d’apres
I’étude de (Lari et al, 2000) menée dans un centre de brdlés en Iran, on observait une
mortalité de 18,5%, montant a 89% due a P. &ruginosa.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a montré une évolution variable des résistances
selon les germes isolés. La résistance de P. aruginosa aux antibiotiques habituellement
prescrits a augmenté durant les études suscitées. Ce constat est partagé par d’autres auteurs
tels que (Kaushik et al, 2001). Ceci compromet leur efficacité clinique et rend plus difficile
le choix du traitement. Dans ces études, P. &ruginosa présentait des résistances élevées aux
bétalactamines. En effet plusdu tiers des souches étaient résistantes a ceftazidime (CAZ) et
aztréonam (AZT). Le pourcentage de résistance a I’imipénéme (IPM) (63,2%) était nettement
supérieur a ceux rapportés dans d’autres études. Ceci serait probablement dd a son utilisation
importante dans le traitement des infections nosocomiales a P. aruginosa devant le profil
multirésistant de ce germe. Pour les aminosides, les résultats rejoignent ceux d’autres études
avec une augmentation des résistances chez P. aruginosa, qui serait en rapport avec leur
utilisation fréquente en association avec les bétalactamines. La résistance aux
fluoroquinolones était cependant moins élevée que celles rapportées dans d’autres études en
Ameérique latine, dans lesquelles les fluorogquinolones présentaient les taux les plus élevés de

résistances chez P. aeruginosa. (Krir et al; 2019)
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La résistance aux antibiotiques est devenue une préoccupation mondiale et constitue
un probleme majeur de santé publique. En effet, nous assistons a une importante
augmentation de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries a Gram négatif. Depuis
I’émergence de Pseudomonas aeruginosa autant que pathogene opportuniste majeur, de
nombreuses epidémies hospitaliéres ont été décrites. Concernant I’imipénéme, la résistance de
P. @ruginosa est passée de 46,5% a 68,7%. Les molécules les plus actives vis a vis de P.
&ruginosa éetaient fosfomycine et colistine Les mesures d’hygiéne appliquées dans le service
de réanimation des bralés (lavage des mains, dépistage des patients colonisés par des BMR et
structures adaptées a leur isolement) sont des mesures importantes pour lutter contre la
multirésistance des bactéries. Par ailleurs, le bon usage des antibiotiques constitue également
un élément clé dans cette lutte. D’ou I’importance d’une surveillance épidémiologique
réguliére de 1’écologie bactérienne du service et le respect des régles d’hygiéne. Ainsi au final
de ce travail, nous concluons qu’avant tout antibiothérapie, il convient de réaliser une étude
bactériologique en évaluant la sensibilité aux antibiotiques des germes isolés, d’adapter le

choix thérapeutique en fonction des résultats de 1’antibiogramme.
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Annexe 1 : Article 1

PROFIL BACTERIOLOGIQUE ET RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES
DES BACTERIES ISOLEES DANS UN SERVICE DE REANIMATION
DES BRULES DURANT SEPT ANS

BACTERIOLOGICAL PROFILE AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF ISOLAT-
ED BACTERIA IN A BURN INTENSIVE CARE UNIT OVER SEVEN YEARS

Kir A8 Dhraief S.,' Messadi AA.? Thabet L

Lahoratoire & Eiologie IEdicals et Bwge dn Smz, Cortre & Tramatobei ot dee Crand Brilki, Bendrox, Tk
Serrice de Rewmmation, des Brifls, Cevire db Tram tokogie ot des Crawd: Briilés, Bew dros, Trdsk
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bilité s avhbichques des zees 1soks ches les baiks hospitalises davw le service de armmation des bailas, L entfication
des germes atant réalisée selon les withodes comrertioimealles ot Ietnde de la sepshalite vy anbhictques etat effachiée selon
les normves du Comnté de I Antbiogianene de la Sométe Franpaise de Microhiologie (CASFM). Prardmnmas ®mzincsa état
la privcipale hamtérie isolée, mivie de Shaphosocows arews, Kebsiella maumors et Aeinetobacter haymmedi, Ces soiches
ot &t 1solees prnepalement i party d hemomiltoves (37490 La wsistance de Preadomenas srugise ila ceftamdime (CAZ)
est passée de 9,20 en 2012 4 53,59 end01E, Celles 31" inuperéme (TPM) et i la aprflosacive (CIF) ctatert de £33% 21 42.9%%
respectivertert, Cate souches etatert resistartes ila colktive (C3T), Larésistarre de 5 areus ilamétlomillive atatenbatsse
pasantde 85 3 en M2 341 A% en 018, Tontes les sonches etatert sersthles s glyeopephdes, 4 la igeovelive (TC) et a1
linézalide (LZDY). A Aaumrrsy pose un probléme de nulb-résistance av antbiotques avec 81,83 de #sistanee 3 CAF 5359%
A Lamnlearine (ANED, 90 5% 4 CIPet 94, 5% A TP Seime souches atatert wsistartes AC3 T, Comcemant K prwwenemnice, T7.5%
des soaches etaent fsistartes an cefbonme (CTE) et 5,2% 4 IPML. Dewx souches étalert résistardes 305T La ésistance 3 1a
vanoonneine (VAN chez Brteroooocs fmaumest passée de 334% en 2012 3 T2 2% en 2018, La roltivésistance s anfibio-
tiques chez las brilés impose une surveillance épdinmologique de I'analogie hactinerme et 1 applization des memuies d hpméne.

Motk :brils ®sistanve, artbiobiques, bactiries

SUMMARY. This sty was retrospeetive, conduweted ovey seven pears at the Fraurn and Ben Cente. Is purpose was to estab-
Fsh the hacteriologioal prafle and axtiliote sesistavce of s olated bacteria ;1 patients adwotted to the Bun htensive Cve Urat,
ldertifeation was savried ot avcovding to the comertional nethods od authiohic susceptibility was anafyzed acconding o the
standards af the Sntibioeran Conmattes of the Franch Jociety of MizroRslogy. Fsendarmonas asmginosa was the mean isalated
basteriuon follow od by Stapldoconors suvens, Elehsiella prewmomae and deivetch acterbamnannt These strams weve isolat-
od manly fombhasnosuliures (359, The resistance of Prendomonas asmginsa bo aeflamdine Duveased from 0 %0l 2002 10
33 Pain 2018, The resistanee to drapenan o elhwolonarinwas OF Tomad 42 355 raspectivaly. Fow strains were vesiskant to
calistin, The resistance of 5. o to weticillin decveased from &0 Boin 2002 10 41 Fain 2008, All strans wewe suseeptible
to gheopeptides, Hepowelivg o nezolid & banmam was nulti-resishat to otibictics with 81 Soresistance o ceflamidine,
88 Fato amkacin P00 Foto ciwolonacin ad W Tato ingperem Txteen shrains were resistant to colistin Concerone EL
premtntas 77 R gf srans wee maishart & eafmtanime and 3 Mato mipenem Twe strans weve vesiskat o colistin, Voreo-
wpom resistace in Entevoccoms fieemminereased fowm 33 Fo i 2003 1o 72 FBoin 2018 Multdvug resistance inbun patierts
ealls fov an gridemiologiod swwillmee of basteridl ecology and the ayplication of hygiene measures,

Keywerds: bupws, vas Stove, antiliotos, basteria
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Article Original Diversité et sensibifite anix ontibiofigues

Diversite et sensibilite aux antibiotiques de differentes especes de Psendomonas a
I'Hopital de I’ Amitié Sino-Guinéenne, Kipé/Conalay
Diversity and sensitivity to antibiotics of different species of Psezdomonas at Hopital de
I' Amitie Sino-Guinéenne, Kipe/Conakxy
Makanéra A, Sidbé 5, Camara &, Camara LB?, Condé M, Diallo WAL Condé W, Diakité T, Carara DY,
Bamry A0, Sy (0!

1. Laboratoire bioruédical de 'Hoptal de I'frubé Sino-Chunéenne, Kipé, Conakry, Guinée

2- Unrversité Gatnal Abde] Nasser de Conabay, Faculié de Sciences et Technigues de la Santé, Déparement des
sciences fondarendales ; Conakry, Rép. Gunge

3- Unversté Gamal Abdel Masmer Facultd de Sciences et Techwicues de la Sandé, Départermentde
Pharmacie, Conakry, Guinée

HAuteur pour Correspondances . Abdoulaye MAKANERA, Laboratoire biomédical de 'Fopital de U'Amitié
Atno-Guindenme, Eipd, I des Médecins, Commume Rafoma 030 BP: 710 Comalry, GUINEE Univerdt
Famal Abdel Masser Comakry, Faculté de Sciences et Techrgues de la Santé Chaire Baclérivlogie-Firologie,

Comakry, Républigue Guinde ; e-mail: abd makiciyahoo. fr

Résumé

Iniroduction : Les mfechions & Psewdomonas conshtuent un réel probléme de sandé publique mondiale.
L'objectif de cette étude étut de déteraner les espéees de Pseudomonas wolées de diverses secrétons
biologiques amsl que lew snsbilité awx antbictioues. Matériel et methodes : I 'agit dune étude
rétrospective walisée & IHipital de Ulmdté Sino-Cruinéene de Jun 2014 & Juin 2018, Les culbures ont été
fattes swr maliewr gélosés. L'idenbfication bactérenne, les antbiogratames et la détemunation des
concerfrations mimmales ibubiices (CWI) ont &t faites & laubomate Vikkd Compact 15 Résubtads
Sonante-quinze souches de Pseudomonas ont 8 wenhfiées : Paeudomonas aerugimosa (44), de Pseudomonas
fufeola (15), Pseudomonas forescens (13), Peeudomonas mendocing (1), Paeudomonas orpethabifans (1) et
Pseudomonas putida (1), L'dge moyen des patients étart de 49,1223 45 ans (12 jowrs-90 ans]. Le sexe-ratio
(MIF) = 0,575, La majorité des souches étalent sensbles & Pindpénéme (95,33%), Vamikacine (38,00%), la
zentaricing (12,00%), la tobrarayeing (70,66%), piperacillmeltazobactare (70,667, la ceftazidiree (60,00%),
céfotacime (3466%) & Uoflozacine (57,33%) et la ciprofloxacme (58,66%). En revanche, ces souches étaent
résistantes 4 arpicillme (29,33%), tumethoprme/slfaré thoxazole (39,33%), I'acide nalidoeque (33,33%), 1a
céfalotine (77,33%), la ticarcilline (63,00%), la ceftuitine (64,00%), et la ritrofurardoine (57,33%). Des cas de
rlt-astance awx antbiohgues ont été cheervés avee CO élevées. Partiouliérerent, une souche de
Pseudomonas aerugiosa déaignée N64 état mulh-résistante 4 tous les d’anbibiohioues festés. Conclusion @ Six
especes de Pasudbmongs ont £ wlentififes aver des phénotypes de mulb-résistamce amx anfbiohoues
habituellement utilisé s en Crunée.

Mots clés : Lntibiotigues, KipéfConakry, rout-résistance, Paeudomonas,

Absiract
Iniroduction: [nfectinns cansed by different species of Pasudomonas ate amongst leading canses of mothidity
and morality worldwide . The aira of this stody was to de termine different species of Paeudomonas 1solated from
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Phenotypic and genotypic detection of antibiotic resistance of Paewdosonas
geiginoss 1solated from urmary tract infections

Hisham A Abbas', Arara M Fl-Ganwyy', Hend A Karel

1. Mictobiclogy and Irrmanology Departrrent, Faoulty of Plureosey, Zaramer Unmer sty, Zazanr, Eomt
4. Mt cbiology Departrvent, Faulty of Pharensey and Pharsmsceutical Industties, Smat Uneesity, Kantara, Foypt.

Abstact

Bakgwmd Fudvrma: seagiuse 5 2 major nosocomial ueopathogen [tean tolerate 3 wade variety of physiral condinons and
vy antihiotis by diffetent 55 tance mechanisims.

O'bjectres: This study amed to investizte the mechansms of antbiotes tesistance in neopathogenic F anghusaclineal fo-
lates.

Metho ds: Tun hundted sixty six utine samples wete colketed from 7 ayasis Univessity Hospitals, Zag iy, Forpt. B vagginasa
tsolates wete identified using standard mirrobioloprral tests. The sensitruity to differant antibiotics was detepmined by dise diffu-
sion tethod Ant-terobial sessstance mechans ms wete sty aed wing phenotypr methods and confirmed by PCE
Results: Fifty F avmgisosr ssolates wete tecowesed. A1 ssolates wete MDE. and wete tessant to amomedlngclombnic, sulpha-
methaezole/ tramethoprim, doxeyelive and ceftrndime. Phenotypie detection of tesistance mechansims tevealed that all steains
hawe efftur mechansm, outer membrane potins, and AmpC f-lacamase; none of the stimins showed ESBL actraty and two
of the imipenem 55 antsteams showed MPL actroty. PCE. analyss showed that all stras have MewhB-F, OptD and AmpC
wettes, 42 strans had PSE gene, whuke VEB and VIM genes wete not deterted

Conchusion: The tesistance rates in P avagius uers higher than globd valuss; thi estance was attebuted to several mecha-
nisns. This high tesistance & daving and necessitaes applys steict antbiotic pees cipfion policies.

Keywuords: Frpidoeona areighug unnary trart sfections, antibiotic tes & nce, tesistance mechanisis.

DOT: https: / / e dovoxg 10.4314/ ahs.xd il 3

Cre m: Abbe HA, Bl Gy AM, Kowdd HA Fhenatyc crad oyt desectios of st resiwmuce of Preordh vt avogginoss drolaed
P ansuary ratificis Afi Hedh 56 20181301} 1121, brps f de doiongf 1047 14 s o 1.5

Introducton P aersignsg 15 an opporbamstie, hospatal-azquae d patho-

Presclowsmas aersippom 15 ot of the most ee ology ally s
nificant species among the gemis Prawdsamas. B arnign-
53 15 of exttese iportince because of the widespread
distribostion of its steatns in nabaee, its high intrinsie an-
ti-hantental resistarie and its winalere'.

Corresponding author

Hishatm Abdel M otiesn Abdel Hatnd Abbas,
Eoypt, Zagania, Zaganr Unre sy,

Farulty of Pharroaey,

Departrent of Mictobiclogy and Inwmanology
Favwe W o 0006 B0 A

met) that o auses sevete diseases 1 wrmanc-cormpr otrtsed
indrriduals inelwding winary tract infection Utinary tract
itfections (UTTs) ate sotve of the mostfrequent bactestd
wfections, affecting 150 milion peopl amaally wodld
wnde’. F aespens 45 the third toost common pathogen
assoniate d with nosoormial o athetes-associated UTTs . De-
spite advatices i anfi-aiot obial therapy, the mortality and
mothidity associated with P asuginse indored UTIs te-
train siyificantly hugh'. Ore ey teason for therapy fad-
wee 15 the tereased lewel of anbibiche teststance amonr
clineal P aesponsa isolates’. Thiss, the deection of the
undetlyir tenstace mechames 15 entieal for better

L ol s 11
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Revue Bio-Afaea- 1 16.- 2017, pp. 2025
@EDUCT 2017

SENSIBILITE AUX ANTIMICROBIENS DE SOUCHES DE PSEUDOMONAS

AERUGINOSA ISOLEES DANS UN HOPITAL DE NIVEAU
TERTIAIRE EN COTE D'IVOIRE,

MLAN-BRITOH ALICE*®, MEITE STHDOU™?, BON] CISSE CATHERINE ¢,
KOFF] K STEPHANE®, ZABA FLORE *, GUESSENND NATHALIE®?,
FATE- KETTE HORTENSE'®, DOSS0 MIREILLE!?

RESUME

Contexte : P gereginosa est un pathogene res-
nongable d'infections nosocotniales. Actuelement,
[émlubion crotsante de laresistance de cette bacterie
awz anthiotigues pose un probléme de zanté publigue,
Lohject de cette étude étatt de déterminer le niveau
de réstetance des souches cliniques de P aerugnosa
dane un hopital de nwean tertiaire I8k iljan, en Cote
dTwtre.

Methodes : Les souches de P aeniginose ioléss
de diver g produits biologiques de ont été collectées de
Jatwier 2010 2 Décermbre 2016, Lizolement et ident-
fication ont 68 realizés a laide des méthodes classique
de hacteriobgie, Lanthiogramme a eté effectue par la
techngue de diffusion en miliew gélsé et Ninterpré-
tation selon les recommandations du comite frangat
dantbiogramme (CASFM2016).

Resultats : Frés dedi% [78/174] des souches 1z0-
lees provenatent secrétions purulentes. Llmyp énéme

représentait la tmolecule la plus active au nweau des
Bétalactamines avec 92% de souches sensthles et la
senedilte dela Ceftazidime, lantipyocianiyue magure
dang notre contexte tattde 71%[124/174]. Laseconde
clagze thérapeutique active ttatt celle des aminossdes
aver B9% (155/174) Thmbkacine et 80% (140 /174]
de souches senetbles a la Ciprofloacie La plag fable
geneihilité de souches 57% [100/174) a été chasrvée
avec le Ticarctlline +Acide Clavilaniue.

Conclusion : Leg Bétalactarnines restent leg ante
bintigues leg plug couramment uiiheds en Cote d Tvoire
dang le trattement des mfections a Paenuginose. Augst
devant la pregence de souches de sensthilité diminge
en prézence des Bétalactamines, princy alement de
Imipénéme 1 est urgent de mettre en place une sur-
vetllance actwe de larésietance dans le Paye

MOTS-CLES | PREUDOMONAI AZRUGIVOIA — AVTERIDIIQUES —
EESISTAITCE - COTE D’IHIDEE.

2021



