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RESUME

Pseudomonas aeruginosa est I'un des agents pathogénes opportunistes, qui se caractérise par sa
persistance et sa résistance en milieu hospitalier aux antibiotiques. Dans ce travail, Sur un total de 32
bacilles a Gram négatif (BGN) identifiés provenant du CHU de Tlemcen, 14 souches appartenant au
groupe des non fermentaires (BGNNF) avec un taux de 43.75% ont été isolées dont 09 Pseudomonas
aeruginosa (64.28%) et 05 Acinetobacter baumannii (35.71%). La répartition de Pseudomonas
aeruginosa selon les 4 services a été remarquable, avec un taux de 33.34% observé au niveau du
service de réanimation et de traumatologie, pour la chirurgie et service de la médecine interne le taux
est de (11.12%) et (22.23%) respectivement. Les 9 souches de Pseudomonas aeruginosa ont été
isolées a partir de différents prélevements pathologiques, essentiellement des plaies (66.67%), des
sondes urinaires (22,32%) et le taux minimal a été trouvé dans les cathéters veineux centraux
(11.12%).

Actuellement, le respect des conditions d’hygiénes et la surveillance de la propagation des souches
multi-résistantes est nécessaire pour I’amélioration de la qualité de la prise en charge des patients.

Mots clés : P. aeruginosa, résistance, antibiotiques, CHU de Tlemcen.
Summary

Pseudomonas aeruginosa is one of the opportunistic pathogens, which is characterized by its
persistence and resistance in the hospital environment to antibiotics. In this work, of a total of 32
Gram-negative bacilli (BGN) identified from the Tlemcen University Hospital, 14 strains belonging to
the non-fermentative group (BGNnF) with a rate of 43.75% were isolated, including 09 strain of
Pseudomonas aeruginosa (64.28%) and 05 Acinetobacter baumannii (35.71%). The distribution of
Pseudomonas aeruginosa according to the 4 services was remarkable, from a rate of (33.34%) was
observed in the intensive care and traumatology services, for the surgery and internal medicine
services it was (11.12%) and (22.23%) respectively. The 9 strains of Pseudomonas aeruginosa were
isolated from different pathological samples, mainly from wounds (66.67%), urinary catheters and the
minimal level was found in central venous catheters (11.12%). Currently, the respect of hygienic
conditions and the monitoring of the spread of multi-resistant strains is necessary to improve the
quality of patient care.

Key words: P. aeruginosa, resistance, antibiotics, CHU of Tlemcen.
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Introduction

La découverte des antibiotiques au debut du XXe siécle a constitué la plus importante
révolution de la médecine qui a sauvé et qui sauve des millions de vies chaque année, mais
leur efficacité est menacée car les bactéries peuvent s’adapter et résister au traitement. Ces
molécules ont été considérées comme étant des armes puissantes qui sauraient éradiquer toute
maladie infectieuse d'origine bactérienne (Ayad, 2017). Toutefois, la résistance aux
antibiotiques est apparue rapidement. Les bactéries peuvent étre résistantes a un ou a plusieurs

antibiotiques on parle alors de bactéries multi-résistantes ou BMR.

Pseudomonas aeruginosa est un pathogene opportuniste qui pose de réels problemes
thérapeutiques depuis quelques années (Mérens et al., 2011). Par consequent, l'augmentation
actuelle de I'incidence des souches multi-résistantes de Pseudomonas aeruginosa (PAMR) et
les épidémies locales qui en résultent sont particulierement inquiétants (Barbier et Wolff,
2010).

En raison de son grand nombre de facteurs de virulence, P. aeruginosa peut provoquer une
série d'infections aigués et chroniques en milieu communautaire, mais surtout dans les
hopitaux ou il est impliqué dans diverses infections liées aux soins (Ramos et al., 2013). C'est
le principal pathogéne nosocomial, en particulier chez les patients atteints de mucoviscidose
et dans les services de réanimation (Barbier et Wolff, 2010). Ce type de bactérie opportuniste
se caractérise par un fort potentiel d'adaptation au milieu hospitalier et par la rapidité
d'acquisition d'une résistance aux antibiotiques (Mérens et al., 2011). L’émergence de cette

bactérie résistante aux antibiotiques est un probléeme majeur de santé publique.

Le bacille pyocyanique présente un niveau éleve de résistance naturelle aux antibiotiques. Ce
qui rend ce pathogéne encore plus inquiétant, c'est la prévalence accrue d'isolats
multirésistants par rapport au nombre limité de molécules anti-pseudomonas existantes
(Nathwani et al., 2014). La résistance peut étre intrinseque, adaptative ou acquise (Gellatly
et Hancock, 2013). Elle peut étre également due a I'utilisation systématique et a grande

échelle d'antibiotiques dans le secteur médical ou agroalimentaire (Sefraoui, 2015).

L'utilisation répétée d'antibiotiques en grande quantité permet d'acquérir de nouveaux modes
de résistance, conduisant a I'apparition de souches bactériennes multi-résistantes et
augmentant ainsi le taux de mortalité des personnes infectées par Pseudomonas aeruginosa
(Chung et al., 2011; Micek et al., 2011).



Introduction

Le but de nos travaux est d'étudier la résistance aux antibiotiques de souches cliniques de

Pseudomonas aeruginosa isolées de I'hopital universitaire de Tlemcen selon les étapes

suivantes:

Isolement et identification des souches a partir de divers prélevements de patients
provenant de divers services du CHU de Tlemcen ;

Recherche sur la résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques (p-
lactamines, aminosides, quinolones et colistines);

Détecter le phénotype de résistance aux antibiotiques.

Ainsi, ce manuscrit est divisé en trois parties:

R/
o

La premiére partie consiste en une synthese bibliographique présentant le pathogene
Pseudomonas aeruginosa et passant en revue les caractéristiques structurales et le
mécanisme d'action des antibiotiques les plus couramment utilisés pour traiter les
infections causées par ce germe. A la fin de cette partie, le mécanisme de résistance de
Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques a également été introduit.

Dans la deuxiéme partie, nous présenterons les outils méthodologiques utilisés;

Enfin, la troisieme partie sera consacrée a l'ensemble des résultats obtenus et a la

discussion qui en résulte.
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Chapitre | : Caracteres genéraux de Pseudomonas aeruginosa

1. Historique-taxonomie

La bactérie pathogéne opportuniste P. aeruginosa est aussi connue sous le nom de bacille
pyocyanique en raison du pigment pyocyanique bleu-vert qu'elle produit. Ce dernier a été
associe a des organismes en forme de batonnet par Lucke en 1862. P.aeruginosa a été
mentionnée pour la premiére fois dans la littérature par Schroeter en 1872. En 1882, ce
pathogene a été isolé avec succes en culture pure par Carle Gessard (Hugh et Leifson, 1964).
Cette bactérie a Gram négatif qui se caracterise notamment par la production des pigments de
pyocyanine et de pyoverdine ainsi que son odeur aromatique (Seringat) est de nature trés
répandue.

L’espéce Pseudomonas aeruginosa appartient — au régne Bacteria, a la division
Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordre Pseudomonadales et a la famille
Pseudomonadaceae. Cette derniére renferme 10 genres dont le genre Pseudomonas (Moore et
al., 1996 ; Brenner, 2005 ).

2. Habitat et distribution environnementale

Pseudomonas aeruginosa est une espéce bactérienne ubiquitaire, retrouveée dans divers
environnements (Lister et al., 2009). Elle vit a I'état saprophyte dans les eaux (riviéres,
égouts...), les sols humides et les plantes (Palleroni, 1984). Cette bactérie peut également
étre trouvée dans la poussiére en suspension dans l'air, et méme dans des solutions
antiseptiques (Terrier et al., 1992; Pirnay et al., 2009). Elle vit aussi a I'état commensal dans
le tube digestif (téguments, intestin) et rarement dans la peau et les muqueuses des humains et
des animaux. Ce pathogéne opportuniste adopte deux modes de vie: un mode de vie
planctonique, ou ils se déplace librement dans un milieu liquide et un mode de vie sessile sous
forme de biofilm (Costerton et al., 1995).

3. Caracteres bactériologiques

Il s’agit d’un bacille a Gram négatif non fermentant (BGNnF) en forme de batonnet de 1 a 3
um de long sur 0.5-0.8um de diametre selon la souche. C’est une bactérie dépourvue de
spores et de capsules, la majorité des souches sont mobiles grace a la présence d’un flagelle
monotriche polaire ou de structures en forme de pili (Figure 1). Des souches immobiles

peuvent néanmoins étre rencontrées (Eyquem et al., 2000; Hafiane et Ravaoarinoro, 2008).
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Ce type de bacille est peu exigeant, il se cultive trés facilement sur les milieux de culture
conventionnels. C’est une bactéric mésophile, sa température de croissance allant de 4°C et
45°C avec une température optimale se situe entre de 30 et 37°C (Ojeniyi, 1994; Eyquem et
al., 2000). Elle peut croitre dans un intervalle de pH allant de 4,5 a 9,5.

Bactérie aérobie stricte a métabolisme oxydatif, elle utilise comme accepteur d’électrons
1’0, mais en absence de ce dernier, elle peut le remplacer par les nitrates ou les nitrites (Van
Alst et al., 2009) .

Elle produit le plus souvent des pigments caractéristiques tels que la pyoverdine (jaune-vert),
le sidérophore impliqué dans la capture du fer, élément essentiel a la croissance et a la
prolifération bactérienne et la pyocyanine (bleu-vert) qui peut jouer le rdle d’accepteur
terminal d'électrons permettant ainsi a la bactérie de se développer en anaérobiose (Daly et
al., 1984).

Le génome de la souche de référence PAOL a été completement séquencé en 2000 (Stover et
al., 2000). Il s'agit de I'un des plus grands génomes bactériens séquencés, avec 6,26 millions
de paires de bases, ce qui représente plus de 5 500 genes (Stover et al., 2000). D'autres
souches de Pseudomonas aeruginosa ont été séquencées comme PA14 (Lee et al., 2006),
PA7 (Roy et al., 2010), LESB58 (Winstanley et al., 2009), YL84 (Chan et al., 2014). Ce
génome est doté d’une grande adaptabilité nutritionnelle (codage de nombreux systémes
dédiés au chimiotactisme), métabolique (catabolisme) ainsi qu'une résistance intrinseque aux
antibiotiques (transport et codage des systémes d'efflux) ce qui lui permet de se développer
méme dans des milieux pauvres en nutriments (capacit¢é d’adaptation a divers

environnements) (Stover et al., 2000 ).

Figure 1. Pseudomonas aeruginosa observée au microscope €électronique (Saffiedine,
2019)
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4. Pouvoir pathogene

Ce germe opportuniste peut étre considéré comme un pathogéne hospitalier majeur et I'un des
principaux agents pathogenes nosocomiaux affectant les patients hospitalises.

Il peut étre impliqué dans de nombreuses infections aigués et chroniques dans la communauté,
mais surtout dans les hdpitaux, provoquant 10 & 20% des infections nosocomiales (Frikh et
al., 2017).

Sa pathogeénicité est attribuée a la production de plusieurs facteurs de virulence, fortement
induits chez les individus présentant des défenses immunitaires défaillantes (patients en
réanimation, atteints de pneumopathies, immunodéprimés, ...) (Mahenthiralingam et al.,
1996).

Cet agent pathogene joue un réle important dans I’infection broncho-pulmonaire chronique
provoquant de morbidité et de mortalité chez les patients atteints de mucoviscidose (Al-Aloul
etal., 2004).

Cette bactérie provoque aussi des infections respiratoires, urinaires, une otite externe qui peut
étre fatale chez les diabétiques. Elle peut également engendrer une kératite ulcéreuse chez les
porteurs de lentilles de contact, des infections cutanées, des plaies et des infections
secondaires des bralures (Lazdunski, 2003; Mesaros et al., 2007). Elle est capable de causer
une méningite et une ostéomyélite en infectant le systeme nerveux central et les structures
osseuses (Carek et al., 2001).

Des septicémies et des bactériémies s’observent chez les malades en état d’immunodéficience
en relation avec une infection par le virus HIV, chez les diabétiques ou chez les brdlés (Sligl
et al., 2006).

Les infections a cette espéce sont une complication classique chez les sujets soumis a une
chimiothérapie anticancéreuse et présentant une neutropénie (Krcmery et al., 2006).

P. aeruginosa cause rarement de vraies infections du systeme digestif mais généralement, la
colonisation par cette bactérie favorise le développement d’infections invasives chez le patient
a risque (Mesaros et al, 2007).

En plus, la flore endogéne des patients hospitalisés est la principale source de leur
contamination, mais I’environnement est également incriminé (Talon et al., 1995;Bergmans
et al,.1998; Minchella et al., 2010).
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5. Facteurs de virulence

La virulence de la bactérie dépend d’un grand nombre de facteurs associés aux cellules

membranaires et extracellulaires, ces facteurs jouent un réle important dans la colonisation, la

survie de la bactérie et 1’invasion des tissus (Ben Haj Khalifa et al., 2011).Ces principaux

facteurs sont présentés dans (Tableau 1) et (Figure 2).

Tableau 1. Principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa : leurs modes d’action et leurs

consequences cliniques (Ben Haj Khalifa et al., 2011)

Facteurs de virulence

Meécanisme de virulence

Effet pathogéne induit

LPS

Stimulation de la production
de cytokines

Choc

Pili Adhésion aux cellules Pathogénicité respiratoire
épithéliales respiratoires

Flagelle -Adhésion aux mucines Diffusion bactérienne
-Mobilité : role dans
I’internalisation

Alginate -Provoque le phénotype -Pathogénicité respiratoire.
muqueux -Résistance aux défenses de
-Adhésion aux cellules I’hdte (phagocytose) et aux
trachéales antibiotiques.
-Inhibition de la phagocytose, | -Responsable du caractére
de I’action des antibiotiques | mucoide des souches
et de la réponse immunitaire

Exotoxine A Inhibition des synthéses -Mort cellulaire : nécrose

protéiques des cellules cible

tissulaire
-Réle important dans la
virulence

Exoenzyme S

-Effet cytotoxique

-Prolifération des
lymphocytes T

-Nécrose tissulaire
-Entraine des Iésions du
Glycopéptide, de la
vimentine et des 1gG et IgA

Exoenzyme U

Réle antiphagocytaire

-Lésions des cellules
épithéliales et responsable de
bactériémie voire de choc
septique

Rhamnolipide

Effet detergent

Hydrolyse du surfactant
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Elastase (LasA LasB) Dégradation de 1’élastine, de | -Destruction ~ des  tissus
la fibrine, de I’interféron, du | contenant de 1’élastine
complément et du collagene | -Rdéle important dans la

virulence

Protease alcaline Protéolyse Role dans les infections

cornéennes

Pyocyanine -Action bactéricide sur les -Favorise 1’émergence du

+ autres bactéries bacille pyocyanique

Pyoverdine Augmentation de la libération | -Diminution de la clairance

d’Elastase.

-Inhibition des battements
des cils et captage du fer.
-Induisent la synthese de
radicaux libres.

des bacilles

-Role dans la survenue de
vascularité d’artéres
pulmonaires.

Lectines solubles

Inhibition des battements
ciliaires des cellules
pulmonaires

-Pathogénicité respiratoire
-Role dans I’infection
chronique

Phospholipase C

Effet cytolytique local

-Lyse des cellules cibles
(atélectasie pulmonaire)
-Réle dans I’infection aigué
et chronique.

Flagella

Elastase

HSL, PQS «~

Alkaline protease

=
[ )
.-ghl )unctw. .

Pili Alginate

/“;\Tyf/" R

N

Exotoxin A
Phospholipase

Exol)
ExoS
ExoT
ExoY

Pyoverdine
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" ll

EF2

ROS
Glutathione
NADPH

Figure 2. Les principaux facteurs de virulence chez P. aeruginosa (Gellatly et Hancock,

2013)
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Chapitre 11 : Antibiotiques

Les antibiotiques sont l'une des découvertes les plus importantes du 20e siecle. Les premiers
étaient le sulfamide développé en 1935 puis la pénicilline apres la Seconde Guerre mondiale
(Klimek et al., 1946). C'est Alexander Fleming qui a décrit ses propriétés antibiotiques en
1929. Un grand nombre d'ATB (antibiotiques) sont des substances naturelles produites par
des bactéries ou des champignons respectivement qualifiés de bactéricides (= capacité a tuer
les bactéries) ou bactériostatiques (= capacité a limiter la croissance des bactéries) (Avril et
Tardivel, 1996). Ce terme désigne aussi toute molécule chimique élaborée par des
microorganismes capable d'inhiber le développement ou de détruire d'autres micro-
organismes (Courvalin et al., 2001). Plus tard, le développement de la synthése chimique
permettra de diversifier les molécules a activité antibiotiqgue en créant des molécules
totalement nouvelles ou des molécules «semi-synthétiques» a partir de substances naturelles
existantes (Nauciel et Vildé, 2005). Ils seront donc utilisés pour lutter contre les maladies
infectieuses (tuberculose, pneumonie, diphtérie, syphilis, tétanos, etc.) (Walsh, 2003).

Aujourd'hui, il existe plus d’une dizaine de familles d’antibiotiques.
1. p-lactamines

Ces ATBs sont les plus utilisés en thérapie en raison de leur large spectre d'activité, leur
action bactéricide rapide sur les bactéries sensibles et a I'extréme diversité de leurs structures
(Philippon, 2008; Robin et al., 2012). lls ciblent les PLPs (Protéines Liant la Pénicilline),
enzymes nécessaires a la synthése du peptidoglycane (Vettoretti, 2009).

1.1. Structure et classification

Cette vaste famille comprend toutes les molécules comprenant un noyau p-lactame (Figure 3)
composé de trois carbones et un atome d’azote. Ce noyau est commun a toutes les béta-
lactamines (Bryskier, 1999). A partir de cette structure, cing groupes ont été développés en
ajoutant un cycle latéral: les pénames, les céphémes, les pénemes, les monobactames et les

inhibiteurs de la B-lactamase (Cavallo et al., 2004).
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NH
O

Nnoyau 3 lactame

Figure 3. Le noyau de B-lactame (Monlezun, 2012)
A. Les pénicillines (Pénames)

Elles ont un cycle thiazolidine (5 c6tés) attaché au noyau B-lactame (Figure 4).
Il existe plusieurs sous-classes selon la nature de leur chaine latérale dont les plus utilisées
sont les aminopénicillines (ampicilline, amoxicilline), les carboxypénicillines (ticarcilline)

uréidopeénicillines (pipéracilline) et amidinopénicillines (pivmécillinam) (Ruppé, 2010).

H
YT
o

O

~Z—OH

Figure 4. Structure générale d'une pénicilline

B. Les céphalosporines (Céphémes)
Le remplacement du cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazine distingue chimiquement
les céphalosporines par rapport aux pénicillines (Figure 5). Il existe quatre générations de
cephalosporines. Elles sont classées en fonction de leur date d’apparition, ce qui correspond a
chaque fois a I’acquisition de nouvelles propriétés (Toure, 2004).
v’ Les céphalosporines de premiére génération (C1G) : elles sont plutdt actives sur les
bactéries a Gram positif et ont un spectre d'action limité aux cocci a Gram positif et a
quelques bacilles a Gram négatif qui ne produisent pas de céphalosporinase. Ces

molécules sont en revanche facilement dégradées par les [-lactamases
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(Bryskier, 1999). 1l y avait plus de dix céphalosporines dites de premiére genération
mais certaines ne sont plus commercialisées. Exemples: céfalotine, céfazoline et
céfalexine.

Les céphalosporines de deuxieme génération (C2G) : elles se caractérisent par un
spectre étendu vers les bactéries a Gram négatif, une meilleure résistance aux [-
lactamases, une activité a faible concentration, une bonne diffusion tissulaire (Allain,
2008). Exemples : cefamandole, céfuroxime, céfoxitine et céfotétan;

Les céphalosporines de troisieme génération (C3G) : leur spectre s'étend a la plupart
des entérobactéries. Par exemple: Céfotaxime, Ceftazidime, Ceftriaxone et
Céfoperazone (Toure, 2004).

Les céphalosporines de quatriéme génération (C4G) : elles sont relativement stables a
I’hydrolyse des céphalosporinases. Elles restent actives sur les entérobactéries qui ont
acquis une résistance au C3G par hyperproduction d'une céphalosporinase. Exemples :

céfépime et cefpirome (Ruppé, 2010).

2

R H
TN
O

LN
e ~ TR

O OH

Figure 5. Structure générale d'une céphalosporine

C. Les carbapénemes(Pénemes)

Les carbapenemes sont les agents antibactériens les plus stables de la famille des B-lactames

et sont moins sensibles a I'hydrolyse par les pB-lactamases. Les pénémes sont caractérises par

la présence d'un cycle penta-atomique insaturé lié au cycle p-lactame (Figure 6(a)).

Les carbapénémes ont été considerées comme le traitement de choix des infections graves par

des bactéries a Gram négatif (Kattan et al., 2008).

Depuis, un groupe méthyle en position C1 a été ajouté aux carbapénémes de nouvelle

géneration (Figure 6(b)) (imipenéme, meropénéme, ertapéneme et doripéneme) (Papp-
Wallace et al., 2011).

11
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Figure 6. (a) Structure générale et (b) Structures chimiques de différentes carbapénemes

D. Les Monobactames

Sont des PB-lactamines monocycliques inactives sur les bactéries a Gram positif et les
anaérobies (Figure 7). L’aztréonam est le seul monobactame sur le marché (Ruppé, 2010). I
présente une tres bonne activité contre les bactéries aérobies a Gram négatif et plus
particulierement contre les entérobactéries, pour lesquelles il a une activité comparable a celle
des céphalosporines de troisieme génération en raison de sa bonne stabilité vis-a-vis des

lactamases (Cavallo et al., 2004).

N

i SO,H

o

Figure 7. Structure générale des monobactames

E. Les inhibiteurs de p-lactamases

Ce sont l'acide clavulanique (clavame ou oxapéname), le sulbactam et le tazobactam
(pénicilline sulfone) (Figure 8). lls ont une faible activité antibactérienne intrinseque.
Associés a une B-lactamine, ils rétablissent I'activité antibactérienne qu'il n‘avait plus du fait
de son hydrolyse par les f-lactamases. Il en résulte une action synergique et une augmentation
de l'activit¢ de la B-lactamine (Cavallo et al., 2004). Les associations suivantes sont

actuellement disponibles:

12
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» amoxicilline-acide clavulanique (Augmentin)
» pipéracilline-tazobactam (Tazocillin)
» Ticarcilline-acide clavulanique (Claventin)

Le spectre d’inhibition de ces molécules est limité aux pénicillinases (Ruppé, 2010).

. X = T'.'I e W,
_‘,,“'- CHOH . ,-'\_-.\-\y, P_ e “/ ]
=N __..-__".i‘- Ma 1_/: i L I e : ™ ¥ \':::-J
a e Y I:--".-" % : _’;__-'.'- ‘--..__':" Sk
BooH CooH .
Clavulanate Sulbactam Tazobactam

Figure 8. Les différentes structures des inhibiteurs de p-lactamases (Cavallo et al., 2004).

1.2. Mécanisme d’action
Les B-lactames agissent en inhibant la synthése du peptidoglycane en bloquant I'action des
enzymes appelées PLPs localisées dans I'espace périplasmique (Cavallo et al., 2004) .Cet
élément est composé d'une partie glucidique ("NAM" et "NAG") et d'une partie peptidique
composée de 5 acides aminés (L -Ala-D-Glu -L-Lys-D-Ala-D-Ala) (Monlezun, 2012). Sa
la famille des PLPs:

transglycosylase, la transpeptidase et la carboxypeptidase (Philippon, 2008). Ces molécules

synthese implique trois types d'enzymes appartenant a la
sont des analogues de la D-alanyl-D-alanine, I'acide aminé terminal du précurseur peptidique
du peptidoglycane (Livermore, 1995). Cette similarité structurale leur permet ainsi de se lier
de facon irréversible sur le site actif des PLPs qui ne peuvent pas réaliser la derniere étape de
transpeptidation et la transglycosylation bactériostatique (Tankovic, 2000) et elle provoque

un effet bactéricide (Bonnet, 2006).
2. Aminosides

Les aminosides forment une famille d’antibiotiques connue depuis 1944, année de la
découverte de la streptomycine (Bryskier, 1999). De par leur spectre d’activité étendu et leur
caractére rapidement bactéricide, les aminosides occupent une place importante dans le

traitement des infections a Gram négatif (Hermann, 2007).

13
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2.1. Structure et classification
Chimiquement, les aminosides sont des polycations hydrophiles composés, dans la majorité
des cas, de plusieurs cycles glycosidiques et d’un cycle aminocyclitol (2-désoxystreptamine)
substitué en position 4,5 ou 4,6 (Figure 9) (Magnet et Blanchard, 2005).
Les 2-désoxystreptamines regroupent la plupart des composés utilisés en thérapeutique
humaine comme : la gentamicine, la tobramycine, 1’amikacine et la nétilmicine (Nguyen et
Lambert, 2012).
Les composés contenant le cycle DOS sont classés en sous-familles selon la substitution de ce
cycle. On distingue ainsi (Jana et Deb, 2006):
> Les 2-désoxystreptamines monosubstituées en 4éme position : Néamine
> Les 2-désoxystreptamines monosubstituées en position 5 : Hygromycine B
> Les 2-desoxystreptamines bisubstituées en position 4 et 5 (groupe 4,5-2-DOS) :
Néomycine B ou C, Paromomycine, Lividomycine A ou B, Ribostamycine,
Framycétine.
> Les 2-désoxystreptamines bisubstituées en 4 éme et 6 eme position (groupe 4,6-2-
DOS) : Kanamycines A, B, C et dérivés, Amikacine, Tobramycine, Dibékacine,

Gentamicine, Sisomycine, Nétilmicine (Jana et Deb, 2006).

HN

o'
OH

Figure 9. Structure générale d’un aminoside

2.2. Mécanisme d’action

Leur action antibactérienne commence par la pénétration dans le cytoplasme bactérien
(Magnet et Blanchard, 2005). Leur action s’exerce via la liaison, par leurs fonctions —OH et
—NH2, a la sous-unité 30S des ribosomes et plus particulierement au niveau du site A de
I’ARN ribosomique 16S (Acide ribonucléique) (Durante et al., 2009). Cette liaison inhibe la

14
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traduction et peut aussi causer une mauvaise interprétation du code génétique. Les aminosides
peuvent en outre, s'accumuler de fagon irréversible dans la cellule bactérienne, altérer la
synthése de I'ADN bactérien (Acide désoxyribonucléique) ou dégrader I'ARN ou encore

provoquer des désordres ioniques importants dans la cellule bactérienne (Ayad, 2017).

3. Les fluoroquinolones

Les fluoroquinolones dérivent des quinolones, d’ou I’appellation « quinolones de deuxieme
génération ». Ce sont des antibiotiques synthétiques, qui ont tous un atome de fluor. En
empéchant la réplication de I'ADN, ils ont une activité bactéricide utilisée en pratique clinique
depuis les années 1980.

Ce sont des composes qui couvrent presque tous les agents pathogénes connus, avec une
diffusion tissulaire et intracellulaire remarquable. Ainsi les fluoroquinolones sont une
alternative intéressante, notamment pour lutter contre les organismes résistants aux autres

antibiotiques tels que les macrolides ou les pénicillines (Cazes, 2017).

3.1. Structure et classification

Sa structure chimique présente une structure bicyclique, un azote en position 1, un

carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4 (Soussy, 2006) (Figure 10).

Les quinolones sont classées en 4 générations :

v Les quinolones de la premiére génération sont : I'acide nalidixique, cinoxacine.

v" Les quinolones de deuxieme génération ou fluoroquinolones : norfloxacine, ofloxacine et
ciprofloxacine.

v Les quinolones de troisieme génération : sparfloxacine, gatifloxacine et Grepafloxacine.

v Les quinolones de quatrieme génération : trovafloxacine, moxifloxacine et gemifloxacine
(Redgrave et al, 2014).

?
{1
F:\‘_ N /”\__\T /,COOH
il T 'l
Ne. I

Figure 10. Structure d’une fluoroquinolone : la ciprofloxacine
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3.2. Mécanisme d’action

Les fluoroquinolones agissent en inhibant la réplication de I’ADN bactérien. Elles ont pour
cible les topoisomérase de type Il (gyrase) : I'ADN gyrase cible principale chez les bactéries a
Gram negatif et la topoisomérase 1V, la principale cible des bactéries a Gram positif. Ces
deux enzymes sont constituées de deux sous-unités sous la forme d'un dimeére, dont la sous-
unité A est responsable de l'activité catalytique (GyrA de I'ADN gyrase et ParC de la
topoisomérase 1V) et la sous-unité B pour la production d'énergie par hydrolyse de I'ATP
(GyrB pour I'ADN gyrase et ParE pour la topoisomérase 1V). L'ADN gyrase permet le
superenroulement négatif de la molécule d'ADN au moment de la réplication. La
topoisomérase IV est particulierement impliquée dans la décaténation des chromosomes fils
en fin de réplication. Les fluoroquinolones, se fixant au niveau des complexes ADN gyrase et
topoisomérase IV, en bloquent la progression de la fourche de réplication de ’ADN et

aboutissent ainsi a la mort bactérienne (Chidiac, 2015).

4. Colistine

La polymyxine forme une famille d'oligopeptides cycliques antibactériens synthétisés par les
bactéries a Gram positif, Bacillus polymyxa. L’effet bactéricide des polymyxines est

obtenu par action au niveau de la membrane cytoplasmique (Lee et al., 2014). Bien qu’ayant
une activité intrinseque intéressante vis-a-vis des bactéries a Gram négatif, cet antibiotique est
peu utilisé en thérapeutique humaine en raison de sa néphrotoxicité (Falagas et al , 2005).
Cinq classes chimiques sont décrites (A, B, C, D et E), mais seuls deux composés sont utilisés
pour le traitement: la polymyxine B et la polymyxine E (ou colistine). La polymyxine E
difféere de la polymyxine B par un seul acide aminé en position 6, ou la D-phénylalanine de la
polymyxine B est remplacée par une D-leucine chez la colistine (Dortet et al, 2016) (Figure
11).
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Figure 11. Structure chimique de la polymyxine B et de la colistine. L-Dab : acide L-2,4-
Diaminobutyriques ; L-Thr : L-Thréonine ; L-Phe : L-Phénylalanine ; L-Leu : L-Leucine ;
D-Leu : D-Leucine (Dortet et al , 2016)

4.1. Mécanisme d’action

La cible de la polymyxine est le lipopolysaccharide bactérien (LPS), qui est un composant de
la membrane externe des bacilles & Gram négatif (Dortet et al , 2016). L’interaction
électrostatique entre les résidus acide a, y-diaminobutyrique (Dab) chargés positivement de
polymyxine et le groupe phosphate chargé négativement du lipide du LPS, provoque un
déplacement des ions divalents (Mg2+ et Ca2+) et ainsi une déstabilisation du LPS. Les
extrémités hydrophobes des polymyxines interagissent ensuite avec le LPS, ce qui leur permet
de s'inserer dans la membrane externe. Ceci entraine une augmentation de la perméabilite
membranaire et une fuite du contenu intracellulaire conduisant a la lyse bactérienne et a la

mort cellulaire (Jayol, 2018).
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5. Les sulfamides

Ils sont constitués d'un noyau paraminobenzene sulfonamide avec un radical R, qui détermine
leur pharmacocinétique et leur classification pratique en fonction de leur durée d'action et / ou
de leur site d'action (Yala et al., 2001).

5.1. Mécanisme d'action

IIs ont une activité bactériostatique. lls rivalisent avec le PAB et bloquent ainsi I'effet de la
synthétase (Figure 12) (Yala et al., 2001).

6. Le Triméthoprime

C'est un inhibiteur des folates. Il appartient a la famille des diaminopyrimidines qui sont des
antibactériens et des antiparasitaires (Yala et al., 2001).

6.1. Mécanisme d'action

Le Triméthoprime agit dans le blocage enzymatique de la synthése des folates, juste apres les
sulfamides (Yala et al., 2001)(Figure 12).

SULFAMIDES \
/ Dihydrosynthétase
Acide para-amino
benzoique (PAB) Acide
Acide ¥ Dihydrofolique
glutaminique
Ptéridine Dihvdro réductase —>
TRIMETHOPRIM
Guanine v
~ulnsi < 'l'elru_
ADN Cytosine Hydrofolique
Adénine
Thymine

Figure 12. Mécanisme d'action des Sulfamides et Triméthoprime
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Chapitre 11 : Mécanismes de résistance chez Pseudomonas aeruginosa
1. Résistance aux B-lactamines
1.1. Résistance naturelle

P. aeruginosa posséde une membrane externe faiblement perméable, ce qui lui conféere une
résistance naturelle & de nombreux antibiotiques. Pseudomonas aeruginosa produit une p-
lactamase chromosomique inductible de classe « C » qui n’est pas inhibée par le clavulanate
et qui hydrolyse préférentiellement les céphalosporines de 1%° génération. Lorsque les B -
lactamases sont produites, les antibiotiques ne peuvent donc plus jouer leur réle mimétique du
dipeptide D-Ala-D-Ala aupres de la transpeptidase et la survie de la bactérie est ainsi assurée
(Monlezun, 2012).

Malgré la faible perméabilité membranaire, certains antibiotiques parviennent a franchir la
membrane externe (Nikaido, 1998). Les bactéries ont donc développé d'autres mécanismes
afin de diminuer la concentration intracellulaire d'antibiotiques. Il s’agit des pompes d'efflux
qui correspondent a des canaux actifs permettant d’expulser les molécules nocives vers le
milieu extracellulaire (Schweizer, 2003) .Ces pompes d’efflux appartiennent a la famille des
RND (Resistance Nodulation cell Division).La pompe la plus fréquemment rencontrée chez
P. aeruginosa est de type MexAB-OprM (Vedel, 2005).

Pseudomonas aeruginosa naturellement résistant aux pénicillines des groupes V, G, M et A,

aux céphalosporines de 1¥¢et de 2°™ génération, la plupart des céphalosporines de 3™

génération, aux quinolones de premiére génération et a la kanamycine (Touati, 2013).
1.2. Résistance acquise

P. aeruginosa est probablement I’espéce bactérienne pathogene présentant la diversité la plus
large en termes de B-lactamases acquises .Ces enzymes sont quasi exclusivement codées par
des plasmides (Barbier et Wolff, 2010). L’acquisition de résistances aux [-lactamines
chez Pseudomonas aeruginosa résulte de mutations entrainant une surproduction de la
céphalosporinase constitutive AmpC, une surexpression des systemes d’efflux actif, une
diminution de perméabilité membranaire et I’acquisition de génes exogenes. La dissémination
de B-lactamases a spectre étendu, de métallo-carbapénémases et d’oxacillinases a spectre
élargi est un phénomeéne émergent que le biologiste doit pouvoir rapidement évoquer (Mérens
etal, 2011).
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1.2.1. Mécanisme enzymatique

La bactérie posséde la capacité de synthétiser certaines enzymes susceptibles d’inactiver les
antibiotiques telles que les béta-lactamases capables de dégrader les béta-lactamines
(Lambert, 2002; Lister et al., 2009). Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation, elles
sont groupées en quatre classes de A a D selon la classification d’Ambler en fonction de leur
structure primaire (Baba Ahmed et Arlet, 2014). Celles appartenant aux classes A, C et D
sont des enzymes a sérine active. Tandis que les enzymes appartenant a la classe B (métallo-
lactamases) possédent dans leur site actif un cation indispensable & leur activité qui est
invariablement le zinc (Aggoune, 2009).

v Résistance par production de B-lactamases de classe A

Dans la classe A, on distingue les pénicillinases et les B-lactamases a spectre étendu (BLSE).
Parmi les pénicillinases, les enzymes rencontrées le plus c’est les enzymes PSE
(Pseudomonas Specific Enzyme). Quatre enzymes PSE ont été décrites chez P. aeruginosa :
PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1), CARB-3 et CARB-4 (Bert et al,. 2002). PSE-1, PSE-4
et CARB-3, ces enzymes sont étroitement liées (la différence est 1 ou 2 acides aminés), par
contre CARB-4 ne présentent que 86,3% d'homologie (Strateva et Yordanov, 2009). Elles
sont actives contre les carboxypénicillines, les uréidopénicillines et la cefsulodine mais
inefficaces vis-a-vis des céphalosporines, des carbapénémes ou de 1’aztréonam (Bert et al.,

2002). Elles sont inactivées par les inhibiteurs classiques des B-lactamases (Monlezun, 2012).

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes apparues a la suite des mutations
des pénicillinases. Le géne codant pour ces BLSEs est localisé principalement sur des
plasmides, d’éléments génétiques mobiles et des transposons, ce qui explique le taux de sa
diffusion. Les BLSEs hydrolysent non seulement la carboxypénicillines et la
uréidopeénicillines mais aussi les céphalosporines (ceftazidime, céfépime) (Weldhagen et al.,
2003). Ces enzymes conférent une résistance a la quasi-totalité des B-lactamines, excepte les
céphamycines (céfoxitine, céfotétan) et les carbapénemes, et elles sont inhibées par les
inhibiteurs de B-lactamases comme I’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam (Baba

Ahmed et Arlet, 2014).

Cinq types de BLSE de classe A (TEM, SHV, PER, VEB et GES) ont été détectés chez P.
aeruginosa. Plusieurs souches de P. aeruginosa productrices de TEM ont éte isolées en
France entre 1992 et 1998: TEM-42, TEM-4, TEM-21et TEM-24 (Mugnier et al., 1996;
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Poirel et al., 1999; Marchandin et al., 2000; Dubois et al., 2002a). Ces BLSEs ont un
spectre d’activité similaire a celui des enzymes classiques, a celui des TEM isolées chez les
entérobactéries (C3G et Aztréonam). D’autres types de BLSEs de classe A d’Ambler ont été
rapportés. Les BLSEs de type BEL (Belgium) ont été rapportées dans une étude
multicentrique entre 2004 et 2008 en Belgique (Glupczynski et al., 2010).

v Résistance par production de B-lactamases de classe B

Ces enzymes sont connues sous le nom de carbapénémases ou Meétallo-p-lactamase (MBLS),
en raison de la présence d’un ou deux atome(s) de zinc dans leur site actif. Ces dernieres (les
métallo-enzymes) conférent la résistance a la plupart des p-lactamines existantes en plus de la
résistance aux carbapénémes, sauf 1’aztréonam. L’activité de ces métallo- B-lactamases n’est
pas inhibée ni par 1’acide clavulanique ni par le tazobactam mais par des chélateurs d’ions
divalents tels que ’EDTA (Nordmann et Poirel, 2002; Strateva et Yordanov, 2009). La
recherche de métallo- B-lactamases est justifiée devant une souche résistante a la ceftazidime
et a ’'imipéneme (Monlezun, 2012). Les MBLs les plus détectés chez P. aeruginosa sont les
(IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, AIM, FIM, et NDM) (Sefraoui et al., 2014). Les types IMP et
VIM demeurent les MBLs les plus rapportées dans le bassin méditerranéen chez P.
aeruginosa (Sefraoui et al., 2014 ; Mathlouthi et al. 2015).

v" hyperproduction de la céphalosporinase AmpC

Pseudomonas aeruginosa est naturellement susceptible aux carboxypénicillines, a la
ceftazidime et a I’aztréonam, cependant il peut acquérir une résistance aux céphalosporines de
troisieme génération grace a I’hyperproduction de sa céphalosporinase naturelle, AmpC
(Bagge et al., 2002). Les céphalosporinases appartiennent a la classe C de la classification
d’Ambler. Ces B-lactamases sont résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases (Rodriguez et
Struelens, 2006). Le mécanisme le plus fréquent est une hyperproduction constitutive de
I’AmpC. Des mutations dans le systeme de régulation de la production entrainent une
production stable a haut niveau d’AmpC (Bouguenoun, 2017). Ces mutations peuvent
toucher le gene ampC lui-méme ou les génes qui rentrent dans sa régulation en induisant une
résistance a toutes les PB-lactamines, a 1’exception des carbapénémes (Sefraoui, 2015).
Actuellement, la surproduction de céphalosporinases constitue le mécanisme de résistance a la
ceftazidime le plus fréquemment retrouveé chez les souches cliniques de P. aeruginosa isolées
dans divers pays de la Méditerranée (Garcia-Rodriguez et Jones, 2002; Kalai et al., 2004;
Dubois et al., 2008; Drissi et al., 2008; EI-Mahdy, 2013).
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v Résistance par production de B-lactamases de classe D

Les B-lactamases de classe D sont appelées « oxacillinases a spectre élargi » (ES-OXA) .La
majorité de ces BLSEs dérivent d’« oxacillinases a spectre restreint », OXA-2 (OXA-15 et
OXA-32) et de ’'OXA-10 (OXA-11, -13, -14, -16, -17, -19 et -28) par des mutations
ponctuelles (Poirel et al., 2001a).

OXA-1, OXA-2, OXA-10, oxacillinases dites « classiques », sont actives contre les
carboxypénicillines et les uréidopénicillines mais inefficaces sur la ceftazidime (Bert et al.,
2002). Les oxacillinases hydrolysant la ceftazidime ont un spectre d’action incluant le
céfotaxime, la céfépime ou 1’aztréonam (Bradford, 2001). Les BLSEs de classe D sont
actives sur l'ensemble des B-lactamines a l'exception des carbapénémes. A 1’exception
d’OXA-18, elle est la seule B-lactamase de classe D inhibée par 1’acide clavulanique identifié

chez P. aeruginosa (Poirel et al., 2001a).
1.2.2. Mécanisme non enzymatique
v Perte de la porine OprD

Les pB-lactamines doivent franchir la membrane externe grace a des canaux protéiques
transmembranaires appelés porines. Les porines bactériennes sont une des voies principales
d’entrée pour les antibiotiques usuels comme les B-lactamines chez les bactéries & Gram
négatif (Pages, 2004). Les carbapénémes présentent la particularité d’utiliser un canal
spéecifique nommé OprD (outer membrane protein D), contrairement aux autres p-lactamines

qui empruntent la voie de la porine OprF (outer membrane protein F) (Mérens et al, 2011).

Le principal mécanisme de résistance aux carbapénemes chez P. aeruginosa reste
I’imperméabilité par mutation inactivatrices d’oprD, géne codant la protéine D2 (Barbier et
Wolff, 2010). De nombreuses mutations retrouvées dans les souches cliniques entrainent la
perte d’OprD et conduisent a une augmentation de 4 a 16 fois de la résistance aux
carbapénemes alors que la CMI des autres B-lactamines reste inchangée. Cependant seule la
résistance a I’'imipéneme est exclusivement dépendante du niveau de production d’OprD.
Ainsi on trouve certains mutants qui sont résistants a I’imipénéme mais sensibles au
méropénéme et au doripénéme, mais n’affecte pas 1’activité des autres B-lactamines (Pai et
al., 2001; Sakyo et al., 2006; Barbier et Wolff, 2010). La résistance liée a I’OprD a été

récemment rapporté en Algérie par Safraoui et al. (Safraoui et al., 2014).
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v' Pompe a efflux

Chez les bactéries a Gram négatif, les systemes d'efflux sont souvent des complexes
protéiques ternaires avec une pompe transmembranaire, une protéine peériplasmique de
jonction et une porine de la membrane externe. Les pompes les plus fréquemment rencontrées
sont de type RND (Resistance Nodulation Division) (Cattoir, 2004).

Les pompes d’efflux qui ont été décrites chez P. aeruginosa sont (MexAB-OprM ; MexCD-
Oprd ; MexEF-OprN et MexXY-OprM) .Ces pompes conferent une résistance aux [-
lactamines (Poole, 2011). Si les pompes MexAB-OprM et MexXY / OprM sont impliquées
dans la résistance naturelle de cette bactérie, elles contribuent a augmenter sa résistance a de

nombreux antibiotiques en cas de surproduction.

De nombreuses souches cliniques surproduisant I'une ou l'autre ou les deux pompes ont été
caractérisées (Lianes et al., 2004; Hocquet et al., 2007). Ce phénomeéne correspond en
général a des mutations spontanées au niveau des génes régulateurs de ces systemes (Saito et
al., 1999). Par rapport aux souches sauvages, un mutant surproducteur de la pompe MexAB-
OprM va présenter une résistance accrue vis-a-vis des p-lactamines notamment la ticarcilline,
le céfotaxime et ’aztréonam mais également vis-a-vis des fluoroquinolones (ofloxacine,
ciprofloxacine, lévofloxacine). La surproduction de MexAB-OprM confére une diminution de
la sensibilité, voire une résistance a la plus large gamme de B-lactamines, chez les isolats

cliniques de P. aeruginosa en Algérie (Drissi et al., 2008).
2. Résistance aux aminosides

Comme de nombreuses autres bactéries, Pseudomonas aeruginosa peut acquérir des géenes
de résistance aux aminosides vehiculés par des plasmides. Ces antibiotiques agissent en se
liant au site aminoacyl (site A) de I’ARNr 16S de la petite sous-unité ribosomale 30S des
procaryotes et interferent avec la synthése des protéines. Les enzymes-modifiant les
aminosides (AME) sont le plus important mécanisme de résistance aux aminosides (Baba
Ahmed et Arlet, 2014). Les AME sont des enzymes stéréospécifiques qui attachent des
groupements phosphate, adényl ou acétyl sur les fonctions -NH2 ou —OH de ces antibiotiques

empéchant ainsi leur fixation sur le ribosome (Monlezun, 2012).

Trois classes d’enzymes ont été décrites, a savoir les aminosides-N-amino-acétyl transférases
(AAC), les aminosides-o-nucléotidyl transférases (ANT) et les aminosides-o-

phosphotransférases (APH). Leurs genes étant frequemment portés par des transposons et/ou

23



Synthése bibliographique

des intégrons et induisent une expression constitutive des enzymes a 1’origine d’une résistance

de haut niveau aux aminosides (Mérens et al, 2011).

La plus fréquente dans cette classe d’enzymes modificatrices des aminosides est ANT(2’).
Elle inactive la gentamicine et la tobramycine (Poole, 2005). On trouve ensuite dans les
isolats cliniques ANT(4’), qui confére une résistance a I’amikacine et a la tobramycine. Une
troisieme nucléotidyltransférase est décrite chez Pseudomonas aeruginosa, elle est active sur
la streptomycine mais est inefficace sur les aminosides utilisés en milieu clinique contre le
bacille pyocyanique (Ramirez et Tolmasky, 2010). Les acétyltransférases les plus communes
sont : AAC(3) et AAC(6’) et sont toutes deux divisées en sous familles. La sous-famille AAC
(3)-1 qui comporte trois variants chez Pseudomonas aeruginosa est un déterminant classique
de la résistance a la gentamicine de cet organisme. De la méme fagon, parmi les AAC(6’),
AAC(6’)-1l sert de déterminant pour la résistance a la gentamicine, nétilmicine et a la
tobramycine alors que I’AAC(6°)-lb agit préférenticllement sur 1’amikacine et a la
tobramycine (Poole, 2005; Ramirez et Tolmasky, 2010). La production simultanée chez
une méme bactérie de ANT(2’)-1 et de AAC(6”)-1b se traduit par une résistance a tous les
aminosides disponibles (tobramycine, amikacine, nétilmicine et gentamicine) (Mérens et al,
2011).

Les principales APH retrouvées chez Pseudomonas aeruginosa agissent sur le 3’-OH de leur
cible conférant ainsi généralement une résistance aux aminosides non utilisés en thérapeutique
(kanamycine, néomycine, streptomycine) (Poole, 2005). A cette famille appartient
notamment, I’APH(3’)-1lb qui, par sa présence dans le génome, est responsable de
I’insensibilité¢ générale a la kanamycine du bacille pyocyanique. D’autres APH(3’) conférant
une résistance vis a vis d’autres aminosides ont été décrites chez Pseudomonas aeruginosa. Il
s’agit par exemple de APH(3”)-VI pour I’amikacine et de I’APH(2’’) pour la gentamicine et la
tobramycine (Monlezun, 2012).

Plus récemment, I’émergence d’un nouveau mécanisme de résistance a été marquée chez les
bacilles a Gram négatif, capable de modifier non pas I’aminoside mais la structure ribosomale
sur lequel il se fixe, ’ARN 16S. Le géne RmtA (Resistance methylase transferase) a été
rapporté chez des isolats cliniques de P. aeruginosa au Japon en 2003 (Yokoyama et al.,
2003).
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3. Résistance aux fluoroquinolones

Les fluoroquinolones (FQ) sont des antibiotiques de synthése dont les cibles d’action sont les
topoisomérases 11 (ADN gyrase) et topoisomérase IV, deux enzymes impliquées dans la
transcription et la réplication de I’ADN bactérien (Baba Ahmed et Arlet, 2014).Ces deux
enzymes cibles des fluoroquinolones, sont composées de deux sous unités, respectivement :
GyrA et GyrB, et ParC et ParE.

Les FQ en particulier la ciprofloxacine, sont couramment utilisées dans le traitement des
infections a P. aeruginosa (Poole, 2011). La résistance a la ciprofloxacine dans cette espéce

est exclusivement chromosomique (Barbier et Wolff, 2010).

La résistance aux fluoroquinolones chez Pseudomonas aeruginosa est due a des mutations
dans les Quinolone Resistance Determining Regions (QRDR) des génes cibles et a la
surexpression de pompes d’efflux (Monlezun, 2012). La modification de la cible principale
des fluoroquinolones (ADN gyrase, également connue sous le nom de topoisomérase 1) se
produit par des mutations ponctuelles dans les génes gyrA/gyrB au sein du motif QRDR qui
est considéré comme le site actif de I'enzyme (Strateva et Yordanov, 2009). Des mutations
dans les QRDR des geénes correspondants affectent la liaison des fluoroguinolones sur leurs
cibles (Jacoby, 2005).

Quatre systémes d’efflux ont été largement décrits chez Pseudomonas aeruginosa : MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN et MexXY/OprM. Bien que chacun présente un pool
préférentiel d’antibiotiques substrats (Strateva et Yordanov, 2009), les fluoroquinolones
peuvent étre prises en charge par toutes ces pompes. En absence de mutation cible, la
surexpression des systémes d’efflux n’est responsable que d’une résistance de bas niveau aux
fluoroquinolones. Le niveau élevé de résistance du bacille pyocyanique pour cette classe
d’antibiotiques résultera donc de 1’action conjointe des différentes pompes d’efflux causée par
les mutations nalB, nfxB et nfxC associée aux mutations sur les enzymes cibles (Jalal et al.,
2000; Le Thomas et al., 2001; Higgins et al., 2003).

4. La résistance a la colistine

Les polymyxines (polymyxine B et colistine) sont des antibiotiques polycationiques

bactéricides actifs sur la plupart des bacilles a Gram négatif dont P. aeruginosa.
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Le bacille pyocyanique parvient a modifier la composition de sa membrane externe de fagon
a la rendre imperméable, par une modification déterminée de la composante lipidique A du
LPS (Mérens et al, 2011), entrainant une réduction de la charge négative nette de la
membrane externe (Lee et al., 2014). Ceci peut étre obtenu, soit par des mutations, soit par
I’activation de systémes membranaires complexes appelés « systémes de régulation a deux
composants » tels que ParRS (Mérens et al, 2011). Avec l'utilisation accrue des polymyxines,
I'émergence d’isolats de P. aeruginosa résistants a la polymyxine a été signalée dans le

monde entier (Lee et al., 2014).
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1. Lieu d’étude

Cette etude a été realisée au niveau du CHU de Tlemcen institution publique de 800 lits
distribués sur 25 services. Les prélévements sont pratiqués dans différents services. Ces
prélevements sont acheminés au Laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’Agro-

alimentaire, au Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE).
2. Prélevements

Durant la période d’étude allant de Février a Mars 2020, au niveau des services de
réanimation, de traumatologie, de chirurgie et Médecine interne. 33 isolats ont été prélevés

chez des patients hospitalisés plus de 48h dans ces services.

Les différents prélevements sont effectués a partir de divers sites sur patients hospitalisés
(sondes urinaire, aspiration trachéale, cathéter veineux central, plaie) (Tableau 2). Les
dispositifs médicaux sont collectés de fagcon aseptique et placés individuellement dans des
tubes en verre stériles puis rapidement transportés vers le laboratoire, pour étre incubée a

37°C pendant 18 a 24 heures dans un bouillon cceur cerveau « BHIB ».

Tableau 2. Répartition des prélevements selon les types de prélevements

Type des prélevements

Sonde Aspiration Cathéter Plaie Urine Total
urinaire trachéale veineux
central
10 04 01 17 01 33

3. Isolement et purification

L’ensemencement des souches a été réalisé sur milieu Mac Conkey (BioRad) et incubé a
37°C pendant 24 heures. L’isolement des souches de Pseudomonas aeruginosa est réalisé sur
milieu gélosé additionné au cétrimide a 37 °C pendant 24 heures. La purification des colonies
bactériennes est procédée par repiquage successif sur le méme milieu.

4. ldentification

L’identification bactérienne est réalisée par les méthodes conventionnelles de microbiologie :
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4.1. Examen macroscopique des cultures

Apres incubation, le premier critére d’identification sur lequel on se base est celle de 1’aspect
macroscopique des colonies vu a I’ceil nue, que ¢a soit taille, forme du relief (bombée, semi-
bombée, plate), couleur, aspect (collant, filamenteux...), odeur, transparence (opaque,
translucide), allure des contours (régulier, dentelés), pigmentation, et aspect de la surface

(lisse ou rugueuse).
4.2. Etude des caracteres biochimiques
4.2.1. Test d’oxydase

v Principe

Test de détection de I’enzyme cytochrome oxydase chez les bactéries a Gram négatif qui

produisent cette enzyme, telles que Neisseria ou Pseudomonas.
v' Technique

La recherche de I'oxydase peut se faire selon plusieurs méthodes. L'une des plus couramment
utilisée consiste a placer un disque d'oxydase sur une lame. Choisir une colonie bien isolée et
représentative de la culture fraiche a tester. Prélever 1 a 2 colonies pures. Frotter doucement la

colonie sur le disque et observer 1’apparition d’une coloration.

v' Lecture
La réaction d’oxydation se traduit par une coloration violette foncée en deux minutes environ.
4.2.2. Galerie APl 20E

APl 20 E (bioMérieux) est un systeme miniaturisé et standardisé des techniques
biochimiques classiques, destiné pour l'identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles
a Gram négatif non fastidieux. Comprenant 21 microtubes contenant des substrats sous forme
déshydratée, lesquels sont mis en solution par 1’addition d’une suspension de la bactérie a

identifier.
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v Preparation de la galerie

Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée dans
les alvéoles pour créer une atmosphere humide. Inscrire la référence de la souche sur la
languette latérale de la boite. Sortir la galerie de son emballage. Placer la galerie dans la boite

d'incubation.
v Preparation de I’inoculum

A laide d'une pipette, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gelosé. Utiliser
préférentiellement des cultures jeunes (18-24 heures). L'introduire dans 5SmL d'eau distillée en

réalisant une suspension d'opacité 0,5 Mac Farland.
v"Inoculation de la galerie

- Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I'aide de la méme pipette
(pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le c6té

de la cupule, en inclinant 1égérement la bofte d'incubation vers I'avant).

- Remplir tube et cupule pour les tests encadré : |CIT |, [VP |, |GEL].

- Remplir uniquement les tubes (et non les cupules), pour les autres tests.

- Créer une anaérobiose pour les tests dont le nom est souligné : ADH, LDC, ODC, URE,

H2S en remplissant leurs cupules avec I’huile de paraffine.
- Refermer la boite d’incubation, Incuber a 37°C pendant 18-24 heures.
v' Lecture

Noter sur la fiche de résultat toutes réactions spontanées, puis révéler les tests nécessitant

I'addition de réactifs :

-Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeéatre indique une

réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

-Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10 minutes. Une
couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats. Une faible

coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre considérée negative.
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-Test IND : ajouter 1 goutte de reactif de Kovacs. Une couleur rose diffusant dans toute la

cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.
v Identification :

L'identification est obtenue a partir du profil numérique. Comparer la couleur obtenue pour
chaque cupule et inscris le résultat sur la fiche de résultats. Sur cette fiche de résultats, les
tests sont séparés par groupe de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée pour chacun. Pour
obtenir le code de 7 chiffres, il faut additionner les résultats des réactions. Une réaction

négative donne 0 point tandis qu’une réaction positive donne 1, 2 ou 4 points.

Chercher le code numérique obtenu avec le logiciel d’identification afin de connaitre le nom

de I’espece identifice.
5. Conservation des souches

Cette étape est basée sur l'utilisation des tubes contenant de la gélose nutritive. Une fois
ensemencés a l'aide de pipette pasteur ou l'anse de platine, les tubes sont placés a I'étuve
pendant 24h a 37°c pour que la croissance débute puis les placés dans un réfrigérateur a 4°c.

La conservation se fait en double copie des tubes.
6. Antibiogramme

La détermination de la sensibilité aux antibiotiques a été étudiée par la méthode de diffusion
des disques en milieu gélosé de Mueller-Hinton suivant la technique recommandée par le
Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2018).

6.1. Les antibiotiques a tester
Les disques d’antibiotiques sont les suivants :

Ticarcilline (TIC), Ticarcilline + acide clavulanique (TCC), Pipéracilline (PIP),
Pipéracilline+tazobactam (TZP), Ceftazidime (CAZ), Aztréonam (ATM), Imipénéme (IPM),
Gentamicine (GM), Tobramycine (TM), Amikacine (AN), Ciprofloxacine (CIP),
Colistine(CS).

6.2. Technique

Consiste a un ensemencement des boites de pétri contenant 20 ml de gélose Mueller-Hinton

par écouvillonnage a partir d’une suspension bactérienne correspondant a 0.5 MC Farland.
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Cette derniére réalisée avec une culture jeune (18-24h) sur milieu gelosé. Les disques
d’antibiotiques sont déposés a la surface de la gélose a I’aide d’une pince stérile. Laisser les
boites 20 minutes a température ambiante pour permettre une pré-diffusion de I’antibiotique,

puis les incuber pendant 18-24 heurs a 37°C.
6.3. Lecture

La lecture se fait en mesurant avec précision les différents diametres des zones d’inhibition
obtenus autour des disques d’antibiotiques. L’interprétation des résultats en catégories
cliniques : Sensible (S) Intermédiaire (I) ou Résistante (R) est effectuée selon les normes et
les recommandations du (CASFM, 2018) (Annexe 1).
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|. Résultats
1. Prélévements

Durant une période de travail d’un mois (Février a Mars 2020) 33 prélévements ont été
réalisés dont 09 au niveau du service de réanimation, 07 prélévements au niveau du service de
chirurgie, 14 prelévements au niveau du service de traumatologie et 03 prélévements au
niveau du service de médecine interne. Voici le pourcentage des prélévements au niveau de
chaque service. La répartition des prélevements selon les services est montrée par

I’histogramme ci-apres (Figure 13).

45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%

¢ 20,00%
& 15,00%

]° 10,00%

5,00%
0,00%

27,27%
21,21%

Figure 13. Répartition des préléevements selon les services
2. Répartition des souches identifiées

L’analyse des prélévements a permis d’isoler, 32 bacilles a Gram négatif (BGN). Ci-dessous
montre que le groupe des non fermentants (BGNnF) présente 14 souches avec un taux de
(43.75%), tandis que les entérobactéries présentent un taux de (56.25%) c'est-a-dire 18

souches (Figure 14).
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® BGNnF
B Enterobacterie

Figure 14. Repartition des bacilles a Gram négatif non fermentants et des entérobactéries.

32 bacilles a Gram négatif ont été isolés durant la période de I’étude sur le total de 33
prélevements. Le nombre de souches isolées de Pseudomonas aeruginosa est de 9, 5 souches
d’Acinetobacter baumannii, 5 souches de Klebsiella pneumoniae, 5 souches d’Enterobacter

cloacae, 4 souches d’E.coli, et 4 souches de Serratia marcescens.

Pseudomonas aeruginosa occupe donc la premiere place par rapport aux autres BGNs
(Figure 15).

B Pseudomonas aeruginosa
B Acinetobacter baumannii
mKlebsiella pneumoniae

B Enterobacter cloacae
mE.coli

B Serratia marcescens

Figure 15. Le taux des différents bacilles a Gram négatif isolés
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Les 9 souches de P. aeruginosa étaient isolées a partir du service de réanimation (33.34%), le

service de traumatologie (33.34%), le service de chirurgie (11.12%) et de médecine interne

(22.23%). (Figure 16)(Annexe 2).

33,34% 33,34%

11,12%

22,32%

Réanimation Traumatologie

Chirurgie

Médecine
Interne

Figure 16. Répartition de Pseudomonas aeruginosa selon les services de prélévements

Ces souches ont été isolées a partir de différents prélevements pathologiques, essentiellement

isolées des plaies (6souches) et des sondes urinaires (2 souches) avec des taux de (66.67%) et

(22.32%) respectivement, comprenant aussi les cathéters veineux centraux (11.12%).

3. Identification des souches

3.1. Aspect macroscopique des colonies

L’observation macroscopique des colonies développées sur le milieu Mac Conkey et

cétrimide a montré une forme des colonies petites a moyenne, les colonies prennent une forme

irréguliere qui est généralement la forme caractéristique de P. aeruginosa. Elles sont

Iégerement bombées avec une odeur aromatique spécifique et avec I’aspect métallique a la

surface ainsi qu’une diffusion d’un pigment fluorescent de couleur jaune verdatre sur milieu

cetrimide (Figure 17).
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Figure 17. Aspect macroscopique des colonies de Pseudomonas aeruginosa sur cétrimide
3.2. L’identification biochimique
3.2.1. Test d’oxydase

Ce test est réalisé par le dépot d’une colonie bactérienne sur un disque d’oxydase. La réaction
d’oxydation se traduit par une coloration rose ou violette foncée en deux minutes environ
(Figure 18).

Figure 18. Test oxydase positive d’une souche de Pseudomonas aeruginosa
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3.2.2. Résultat de la galerie APl 20E

Nous avons identifié une souche de Pseudomonas aeruginosa (R2) par la galerie biochimique
classique API 20 E (Figure 19). Les résultats sont interprétés par le tableau de lecture de la
galerie API 20E (Annexe 3).

Figure 19. Identification de Pseudomonas aeruginosa par la galerie API 20E

Apreés la lecture des résultats et numérotation des triplettes des tests par les chiffres 1,2 ,4 On
a obtenu les 7chiffres suivants : 2202004 L'identification a été réalisée a 1’aide du logiciel
d’identification API sous forme d’Excel. Le résultat montre que 1’isolat R, de cette étude

c’est Pseudomonas aeruginosa (Figure 20).

Figure 20. Le biotype de la souche identifiee Pseudomonas aeruginosa
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I1. Discussion

Pseudomonas aeruginosa représente un modeéle d’adaptation particulierement efficace en
terme d’antibiorésistance, sa capacité a survivre dans un environnement hospitalier a long
terme et I'émergence de la résistance améliorent sa capacité de propagation nosocomiale
(Touati et al., 2013). En Algérie, P. aeruginosa se classe la troisieme apres Staphylococcus
aureus et Enterobacteriaceae parmi les infections nosocomiales au niveau de la réanimation
(Rahal et al, 2012).

Au cours de la période de d’étude, nous avons isolé 14 souches de bacilles a Gram négatif non
fermentants isolées au niveau de CHU de Tlemcen, avec un taux de (43.75%). Le profil
bactériologique des isolats est marqué par une légére prédominance de Pseudomonas

aeruginosa (28.12%) par rapport a Acinetobacter baumannii (15.62%).

Par contre, les résultats obtenus par Mesli en 2010 montrent que P. aeruginosa se classe en
deuxiéme (51 souches avec un taux de 26%) apres Acinetobacter baumannii (62 souches avec
un taux de 32%) a partir de 194 prélévements effectués sur les patients et sur les 63
prélevements de I'environnement, 1 P.aeruginosa a été isolé (1.6%) et 8 Acinetobacter
baumannii (12.7%).

Notre ¢étude a montré qu’a partir des prélevements effectués au niveau du service de
réanimation, Pseudomonas aeruginosa représente plus de (33.34%) du total des souches
isolées (9 souches) dont les prélévements concernés proviennent dans la moitié des cas des
sondes urinaires avec un taux de (22.32%) suivis par les prélevements des cathéters veineux
centraux de (11.12%). Alors que la fréquence d’isolement de Pseudomonas aeruginosa dans
le service de traumatologie est de (33.4%) dont le type des prélevements majoritaire est les
plaies d’un taux de (66.67%). Les deux autres services, la chirurgie et la médecine interne
présentent une fréquence d’isolement de (11.12%) et (22.23%) respectivement. Nos résultats
concordent avec les données d’une étude de Sefraoui(2015) avec des fréquences d’isolement
au niveau du service de réanimation qui est de (65.90%), la chirurgie (15.21%), service de
traumatologie (5.07%) et la médecine interne (2.30%); ces résultats sont obtenus des trois
hopitaux de 1’ouest algérien. Par ailleurs, P.aeruginosa occupe la premiere place avec un taux

d'isolement de (69%) au niveau des plaies chirurgicales (Mesli, 2010).

L’évolution rapide de la résistance bactérienne aux antibiotiques est un phénomene

actuellement préoccupant dans les pays en voie de développement. Les récentes données de
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résistance aux antibiotiques en Algérie indiquent une situation inquiétante. En effet, ces dix
derniéres années ont été marquées par I’émergence et la dissémination de nouveaux genes de
résistance notamment dans le nord du pays (Baba Ahmed et Arlet, 2014). P.aeruginosa est
naturellement résistant a divers antibiotiques. Les fluoroquinolones, les aminosides, certaines
B-lactamines dont les carbapénemes et la colistine sont efficaces contre cette bactérie. La
résistance acquise a ces types d'antibiotiques est courante, ce qui complique de plus en plus la

gestion des infections & P. aeruginosa (Meradji, 2016).

La résistance des bacilles & Gram négatif non fermentants (BGNnF) aux [-lactamines
notamment Pseudomonas aeruginosa pose un Véritable probléme épidémique. En effet, une
étude sur la résistance et I'épidémiologie des souches cliniques de P. aeruginosa en Algérie
en 2008 réalisée par Drissi et al a montré un taux élevé de résistance a I’imipénéme (35%)
plus important par rapport a ceux habituellement observés dans les pays européens
(E.R.S.S.,2007). Le mécanisme de résistance isolé a I’imipénéme est certainement 1ié a la
modification de la porine D2 spécifique de la perméabilité de P. aeruginosa a cet
antibiotique. La résistance enzymatique liée a la production d’une B-lactamase acquise de
type pénicillinase TEM-110 a été détectée entre 2005 et 2007 a I’hopital de Tlemcen (Drissi
et al., 2008).

L'étude effectuée par Mesli a constaté que le seul mécanisme non enzymatique de la
résistance vis-a-vis les B-lactamines est représenté par l'efflux (19%). Les mécanismes
enzymatiques sont présentés par I'hyperproduction de la céphalosporinase isolée (4%) qui
peut étre associée a la perte de porine OprD2 (2%). Le reste est présenté par le phénotype
sauvage (Mesli, 2010).

Au nord-est algérien, les résultats de Touati obtenus pour la résistance la plus élevée aux f-
lactamines montrent le groupe des carbapénémes avec une résistance a 1’imipénéme de (50%)
plus élevée par rapport aux résultats de Drissi a 1’hdpital de Tlemcen, suivi par le groupe des
céphemes avec une résistance a la cefsulodine de (44.11%), le groupe des pénames avec une
résistance qui varie de (16) a (33%). La résistance la plus faible est pour le groupe des
monobactames avec (3.3%). Les aminosides sont de (6.6%) et les fluoroquinolones de
(56.6%) (Touati, 2013). La presence du géne VIM-2 métallo- B -lactamase, a été décrite pour
la premiere fois par Touati et ces collaborateurs, ce géne est produit par 14 souches de P.
aeruginosa isolées a partir des prélevements issus des services de réanimation aux CHU de

Annaba- Algérie (Touati et al., 2013). Dans une autre étude de I'hépital universitaire
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d'’Annaba de 2012 a 2015, Meradji a montré que les taux de résistance a I'imipénéme et a la
ceftazidime étaient respectivement de (29%) et (58,1%) (Meradji, 2016).

En 2015, Sefraoui a noté, que le taux de résistance a 1’imipénéme a considérablement
diminué (6,1%) au CHU de Tlemcen dans cette étude par rapport a 1’étude précédente menée
par Drissi et ses collaborateurs (35%) dans le méme hopital (Drissi et al., 2008). L’hopital
de Sidi Bel Abbes demeure en seconde position apres le CHU d’Oran avec un taux de
résistance de (12,5%) a I’'imipénéme. D’aprés les constatations, les mutations oprD étaient le

principal mécanisme de la résistance a I’imipénéme (Sefraoui, 2015).

Le géne blayu-2 codant une métallo-p-lactamase a été détecté chez deux souches isolées de
CHU d’Oran, cette étude représente la deuxieme description de P. aeruginosa productrices
de VIM2 en Algérie, coincidé avec la période d’étude de Touati et ses collaborateurs
(Sefraoui, 2015).

Les souches de P.aeruginosa isolées dans I'étude de Meradji allant de 2012 a 2013 ont
montré une résistance significative aux aminosides: tobramycine (30%), gentamicine
(21,75%) et amikacine (7%) (Meradji, 2016). Ces taux de résistance trouvés sont proches
des études du nord-ouest de I'Algérie: gentamicine (34,2%), tobramycine (30,4%) et
amikacine (7,6%) (Sefraoui et al., 2014). Ces résultats sont toujours supérieurs aux résultats
rapportés par Touati et ses collaborateurs dans une étude rétrospective menée dans l'unité de
soins intensifs au CHU a Annaba. Le pourcentage relatif de gentamicine était de (30%) et une

sensibilité globale de toutes les souches pour I’amikacine (Touati et al., 2013).

L’¢tude de Touati et ses collaborateurs et I’étude de Drissi et al ont montré des taux de
résistance a la ciprofloxacine de (20%) et (10%) respectivement (Touati et al., 2013 ; Drissi
et al., 2008). Alors qu'au niveau de I’hopital d’Oran, la résistance a la ciprofloxacine (41,8%)
était de haut niveau probablement en relation avec 1’usage abusif de cette molécule au cours
de la période de cette étude (Sefraoui, 2015). Dans I'étude de Meradiji, la plupart des souches
de P.aeruginosa ont montré une résistance a la ciprofloxacine et/ou lévofloxacine sans
générer de déterminants plasmidiques résistants aux quinolones. Ce résultat indique que le
principal mécanisme de résistance des souches étudiées aux fluoroquinolones peut étre da a
des mutations ponctuelles dans les genes codant pour la gyrase ou la topoisomérase (Meradji,

2016). D’autre part, aucune souche résistante a la colistine n’a été isolée (Sefraoui, 2015).
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Les taux de résistance a I'imipénéme et la ceftazidime au CHU de Constantine (22.35% et
24.10% respectivement) sont beaucoup plus élevés par rapport a ceux observés au CHU
d’Oran (13.63% et 20.45% respectivement), selon le 18 éme Rapport d’évaluation du réseau
national de surveillance de la résistance aux antibiotiques (Rahal et al., 2017). Ces résultats
comparés avec le 19¢me rapport d’évaluation, les taux de résistances au niveau du CHU de
Constantine sont ¢élevés pour I'imipéneme et la ceftazidime (33.30% et 40.40%
respectivement). Une augmentation légére été observée au niveau du CHU d’Oran pour
I’imipénéme (15%) et la ceftazidime (25.42%) (Rahal et al., 2018).

Vu la situation sanitaire actuelle imposée par la pandémie du COVID-19, nous n’avons pas pu
faire et réaliser le test d’antibiogramme donc on n’a pas obtenue des résultats de la résistance

aux antibiotiques de nos souches.
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Conclusion

Sur la base des travaux realises sur la résistance des bactéries aux antibiotiques, nous avons
observé que cette situation évolue en Algérie et est devenue un probléme de santé publique
majeur dans le monde. Pseudomonas aeruginosa est un probleme émergent de multirésistance
aux antibiotiques sous le terme de BMR. En raison de ce phénoméne, de nombreuses

épidémies hospitalieres ont été décrites.

Cette souche peut naturellement résister a plusieurs antibiotiques et acquérir de multiples
mécanismes de résistance. Les études sur la résistance aux ATBs vis-a-vis de ce pathogéne
ont montré d’importants taux de résistance a plusieurs familles d’antibiotiques (tels que les B-

lactamines, les aminosides et les quinolones).

Par ailleurs, des souches de P. aeruginosa résistantes a I’imipénéme ont été détectées dans les
principaux hopitaux universitaires d'Algérie. Ces resultats indiquent que l'inactivation par
mutation du géne oprD est le principal mécanisme de résistance de Pseudomonas aeruginosa
a l'imipéneme. En effet, I'absence de résistance vis-a-vis de la colistine conforte I’idée que
cette molécule reste la seule molécule active pour le traitement des infections causées par les

bacilles a Gram négatif multirésistants.

La propagation rapide des souches résistantes aux antibiotiques est la principale menace
thérapeutique et épidémiologique. Il est donc important de mener des actions de
sensibilisation sur le bon usage des antibiotiques et d'exiger des procédures d'assainissement
strictes pour limiter I'émergence et la diffusion de souches multi-résistantes et préserver les

molécules actives.

En perspective, les résultats que nous avons obtenus sont encore préliminaires et méritent

d'étre développés par :

 Prolonger la période de stage raccourcie en raison de la pandémie de Covid-19;

¢ Augmenter le nombre des prélevements pour étudier une population bactérienne
plus importante et réaliser d’autre prélévement aux niveaux des autres services du
CHU,

s Mettre en place un réseau de surveillance des bactéries antibiorésistance afin
d’optimiser le traitement des infections causées par ces bactéries;

¢ Renforcer des mesures d’hygiéne hospitaliére;

< Créer un laboratoire de microbiologie moléculaire pour étudier I'environnement
génetique des genes de résistance aux antibiotiques afin de mieux comprendre son
mécanisme de transmission;
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% Réglementer la vente et lutilisation d'antibiotiques en médecine humaine et

vétérinaire.
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ANNEXES



Annexe 1 Diameétres critiques et régles de lecture interprétative pour

Pseudomonas aeruginosa (CASFM, 2018)

Familles Antibiotiques Signe |Charge | Diamétres
d’antibiotiques testés Des critiques (mm)
disques
5= R<
Ticarcilline TIC 75 18 18
Ticarcilline+ac. TCC | 75-10 18 18
clavulanique
B-lactamines Pipéracilline PIP 30 18 18
Astréonam ATM 30 25 22
Ceftazidime CAZ 10 16 16
Imipénéme IMP 10 20 17
Tombramycine TOB 10 16 16
Aminosides Gentamycine GN 10 15 15
Amikacine AK 30 18 15
Fluoroguinolones | Cirofloxacine CIP 5 26 26
Autres Colistine CS 50
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Annexe 2 Récapitulatifs des 9 souches Pseudomonas aeruginosa isolées de CHU de

Tlemcen
Service Code Type de Sexe Age Maladie Traitement
échantillon prélévement
Réanimation =~ E2MSR1 Sonde Femme 53 ans La vessie /
Urinaire
Réanimation = E2MSR2 Cathéter Femme 19ans Diabétique, /
veineux Choc
central septique et
Résistance
aux ATB
Réanimation = E2MSR5  Sonde Homme 32ans / Ertapénéme
Urinaire Amiklin
Traumatologie E2MST1 Pus Femme 80ans Amputation /
du bras
Diabétique
Traumatologie E2MST3 Pus Homme 4lans / /
d’escarre
Traumatologie E2MSTS8 Pus Homme 33 ans Diabétique /
Chirurgie C2CytPs  Pus Homme 86 ans Diabete /
Médecine M1 CytPs Pus Femme 51ans Diabeéte /
interne Nécrose
des 2
orteilles
Médecine M2 CytPs  Pus Homme 60ans Diabete /

interne
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Annexe 3 Tableau de lecture des résultats de la galerie 20E

RESULTATS
TESTS | COMPOSANTSA Q;E REACTIONS/
mg/c VaY
pkis ) ENZYMES NEGATIF POSITIF
2-nitrophényl- SR X
ONPG | 8D & O |0223] QuaNichhinys0- Incolore jaune(1
galactopyranoside T——— )
ADH L-arginine 1.9 AsginineDiliydeclase Jaune rouge/ orangé(2)
LDC |L-lysine 1.9 LysineDéCarboxylase Jaune rouge’ orangé(2)
OoDC L-omithine 1.9 OmuthaneDéCarboxylase Jaune rouge’ orangé(2)
CIT trsodiumcitrate | 0.756 utdisstionduC ITrate vmpﬁlcj jaunc bleu-vert/ blew(3)
H2S sodiumthiosulfate| 0,075 productioad HS incolore/ grisitre |  dépotnoin/ finliseré
URE |Urée 0.76 UREase Jaune rouge/ orang&2)
TDA TDA/ipmédia
L-tryptophane 038 TryptophancDés Aminase Jaune marron-rougeitre
JAMES/immédia
|IND Incol
L-tryptophane | 0,19 productioad INDule S g
VP VP1+VPY/1Omin
oductiond” =
sodiumpyruvate | 1.9 P:vw;pm,:mu:c incolore/ rosepale rose’ rouge($)
GEL (Goili:li:,cbovincl 0.6 Gélamase(GELatine) nondiffusion diffusscndupigmentaonr
formental oxydation
GLU D-glucose 1.9 preposers blew’ bleu-vert Jane jauncgns
fermental oxydation
MAN D-mannitol 1.9 M ;;:,w“,y“ blew’ bleu-vert jaune
2 f o
INO Inositol 1.9 a'ﬁmu:r,’“m blew bleu-vert jaune
fermental ydation
SOR D-sorbitol 1.9 SORMIND blew bleu-vert jaune
fi «
RHA Lrbamnose | 19 | “hiameare blew’ bleu-vert jaune
formental oxydaton
SAC D-saccharose 1.9 ( uc':t:u:'n 4) blew’ bleu-vert jaune
— ! o .
MEL D-melibiose 1.9 anm‘:ma:ﬁrm blew/ bleu-vert Jaune
i formentation’ oxydation y .
AMY amygdaline 057 (AMY gdaline X4) blew’ bleu-vert jaune
ARA L-arabinose I | e g blew’ bleu-vert jaune
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