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RESUME

P seudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne opportuniste responsable
essentiellement d’infections nosocomiales. L’augmentation et la dissémination de la
résistance aux antibiotiques chez cette espece, représente un probleme majeur de santé

publique a 1’échelle mondiale.

Dans cette étude les 12 articles rapportant des données phénotypiques et/ou moléculaires sur
des souches de P.aeruginosa multirésistantes aux antibiotiques en milieu hospitalier en
Algérie, ont été analysés. L’étude de la sensibilité aux différents antibiotiques, dont les B-
lactamines, aminosides, quinolones et la colistine par différentes méthodes, a révélé des taux
de résistance éleves pour la plupart des antibiotiques testés. Différents genes de résistance aux
B-lactamines ont été détectés : les pénicillinases blaoxa-10, blatem-110 €t le blapsg.1, les R-
lactamases a spectre étendu blaspy-2, blatem, blactx-m2 et blaper et les carbapénémases de
type VIM-2 et VIM-4. La majorité des souches étudiées sont résistantes a 1’imipénémes par
mutations dans le géne oprD. D’autres geénes de résistance aux aminosides (aacA, aadA,
aadB, aac (6°)-Ib, aac (3°)-II, aph (3°)-VI et rmtB) et a la colistine (mcr-1) ont été aussi
détectés et concernant les quinolones aucun des génes de résistance plasmidique n’a été

trouvé chez les souches étudiées.

La diffusion rapide des souches hospitaliéeres de P.aeruginosa résistantes aux antibiotiques,en
Algérie,pose un grand probléeme en compliquant la prise en charge thérapeutique. Pour cela
une surveillance plus attentive de la consommation des antibiotiques est nécessaire pour
limiter ’émergence des génes de résistance aux antibiotiques chez cette espéce dans les

hopitaux algériens.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa ; résistance aux antibiotiques ; hépitaux algériens ;

génes de résistance.



ABSTRACT

P seudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic bacterium mainly responsible
for nosocomial infections. The increase and spread of antibiotic resistance in this

species is a major public health problem worldwide.

In this study, the 12 articles reporting phenotypic and/or molecular data on strains of
P.aeruginosa multiresistant to antibiotics in hospitals in Algeria were analyzed.The study of
sensitivity to different antibiotics, including B-lactams, aminoglycosides, quinolones and
colistin by different methods, revealed high resistance rates for most of the antibiotics
tested.Different B-lactam resistance genes have been detected: penicillinases blaoxa-1o,
blartem-110 and blapse.1, extended-spectrum f-lactamases blasyy-2, blartem, blactx-m2 and blaper
and carbapenemases VIM-2 and VIM-4 type. The majority of the strains studied are resistant
to imipenems by mutations in the oprD gene. Other aminoglycoside (aacA, aadA, aadB,
aac(6")-1b, aac(3')-11, aph(3")-VI and rmtB) and colistin (mcr-1) resistance genes were also
detected. However, concerning the quinolones none of the resistance genes were found in the

strains studied.

The rapid spread of clinical strains of P.aeruginosa resistant to antibiotics in Algeria, poses a
major problem complicating therapeutic care. For this, more careful monitoring of antibiotics

use is necessary to limit the emergence of antibiotic resistance genes in Algerian hospitals.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; antibiotics resistance; Algerian hospitals; resistrance
genes
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Introduction

D epuis I’introduction de la pénicilline dans les années 1940, Un grand nombre d'agents
antibactériens ont été développés et commercialisés a des fins thérapeutiques,
réduisant ainsi de maniere significative la morbidité et la mortalité humaines Associées aux
infections bactériennes observées avant "l'ére des antibiotiques". Cependant, L’optimisme
initial, fondé sur 1’intime conviction que toute infection bactérienne pouvait étre traitée avec
ces composés, fut rapidement renversé quand les premiers rapports d’émergence de
résistances aux antibiotiques virent le jour peu apres Leur introduction en clinique pour le
traitement des maladies infectieuses, le rendant ainsi difficile et parfois impossible (Harbottle
et al., 2006). Ainsi, I’isolement dans les hopitaux du monde entier des bacilles Gram négatif
BGN multirésistants, appartenant essentiellement aux especes Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia et les
entérobactéries chez des patients présentant des pathologies séveres, est devenu un

phénomene préoccupant pour la santé publique (Cohen et Rollet, 2013).

Pseudomonasa eruginosa s'est imposé comme un pathogéne hospitalier majeur (Mérens et
al., 2011). 1l constitue I'espece type et la plus importante du genre Pseudomonas, et représente
a lui seul 90 % des bactéries de ce groupe isolé en clinique humaine. Gréace a la flexibilité
génétique fournie par son grand génome, le Pseudomonas aeruginosa est doté d’une capacité
d’adaptation incroyable a des conditions minimales nutritionnelles et est capable de supporter
de variables conditions physiques lui permettant de persister en milieu hospitalier qu’en

milieu communautaire (Sadikot et al., 2015 ; Lister et al., 2009).

P.aeruginosa est connue pour sa résistance intrinséque, de diminution de I'expression des
protéines de la membrane externe, des mutations des cibles des antibiotiques et da régulation
de I’expression des pompes d'efflux ; et sa capacité a acquerir des genes codant pour les
déterminants de la résistance, notamment la production de RB-lactamases et d'enzymes

modifiant les aminosides (Bonomo et Szabo, 2006).

Au cours de la derniére décennie, les infections nosocomiales a Pseudomonas aeruginosa ont
été rapportées partout dans le monde, avec une émergence rapide et croissante de souches
Multirésistantes, la plupart du temps dans des unités de soins intensifs (Gaynes et Edwards
2005).

La surveillance épidémiologique des résistances aux antibiotiques des bacilles a Gram négatif,
dont les souches de P. aeruginosa, montre ces dix derniéres années en Algérie I’émergence de

nouveaux genes de résistance aux antibiotiques (Bakour et al., 2012; Drissi et al. 2008;
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Aggoune-Khinache et al. 2009; Baba Ahmed-Kazi Tani et al. 2013; Bakour et al., 2013;
Mesli et al., 2013). Ceci reflete une situation trés inquiétante de BGN multirésistants,
présentant des résistances associées & au moins 3 classes d’antibiotiques, pour lesquelles la
colistine reste souvent la seule molécule active, compliquant ainsi la prise en charge

thérapeutique des patients dans les hopitaux algériens.

Notre étude qui rentre dans ce cadre, a pour objectif de mettre le point sur 1’état actuel de la
résistance aux antibiotiques chez les souches hospitaliéres de P.aeruginosa en Algérie. En
effet, les douze (12) articles scientifiques rapportant des données phénotypiques et/ ou
moléculaires de la résistance aux antibiotiques de cette espéce dans les hdpitaux algériens, ont

été analysés.

Ce mémoire est divisé en trois parties : commencant par une synthese bibliographique
présentant les caractéristiques de P.aeruginosa ainsi que leurs principaux mécanismes de
résistances aux antibiotiques. Ensuite, sont présentés le matériel et les méthodes utilisés dans
les articles analysés. Enfin, une troisiéme partie est consacrée a la synthese des résultats des

articles analysés et aux discussions.
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Chapitre 1 Généralités sur Pseudomonas aeruginosa

1. Généralité sur Pseudomonas aeruginosa
1.1 Historique

L'agent pathogéne bactérien opportuniste actuellement connu sous le nom de Pseudomonas
aeruginosa a recu plusieurs noms au cours de son histoire en fonction de la coloration bleu-
vert caractéristique produite pendant la culture. SEDILLOT en 1850 a été le premier a
observer que la décoloration des pansements chirurgicaux était associée a un agent
transférable. (Lister et al., 2009).

Puis, en 1860, FORDOS extrait le pigment qui a causé la coloration bleue, et en 1862,
LUCKE est le premier a associer ce pigment a des créatures en forme de batonnet (Pitt,
1998).Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) a été décrite pour la premiere fois en 1872
par SCHROTER, qui a décrit une bactérie capable de produire un pigment bleu soluble dans
I'eau sur du pus et des pommes de terre bouillies, et I'a nommée Bacterium aeruginosum
(Hugh et Leifson, 1964).

En 1882, CHARLES GESSARD est le premier a réussir a isoler une souche de Pseudomonas
aeruginosa comme double agent infectieux des plaies pendant la Premiére Guerre mondiale.
(Chaker, 2012).

Vers les années 1900, le botaniste MIGULA a attribué le terme générique Pseudomonas aux
especes bactériennes (Palleroni, 2010). Enfin, le processus d'infection de P. aeruginosa a été

décrit plus en détail par Freeman en 1916 (Freeman, 1916).
1.2 Etymologie et Taxonomie

L’espéce bactérienne Pseudomonas aeruginosa est constituée des mots grecs: Pseudo
(imitation), monas (unité) et latin aeruginosus (couvert de rouille). Anciennement connu sous
le nom «Le bacille pyocyanique» (du grec : pyon : pus ; et du latin : cyaneus : bleu foncé)
(Terki Hassaine, 2016).

La classification de Pseudomonas aeruginosa repose dabord sur I'étude de ses
caractéristiques phénotypiques (morphologiques, biochimiques, etc.) puis sur ses
caractéristiques génotypiques (Aissa, 2012). Seule la composante G+C% (= 67%) a ete
ajoutée comme critere génétique (Darghout et Metheni, 2016 ; Mezaache, 2012).
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Pseudomonas aeruginosa est classée d’aprés Bergey comme suit :

Tableau 1: Taxonomie de Pseudomonas aeruginosa (Bert et al., 1998).

Régne Bacteria
Embrenchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonaceae
Genre Pseudomonas

Espéce aeruginosa

1.3 Niche écologique

Pseudomonas aeruginosa est associé aux éléments aquatiques et son habitat est extrémement
diversifié, avec la répartition de I'eau dans de nombreuses niches écologiques : mers, rivieres,
réseaux domestiques (Khan et al., 2007). C'est une bactérie commensale de I'homme et de
I'animal, capable de coloniser le tube digestif, les voies respiratoires, les zones cutanées

humides et méme les voies urinaires (Magin, 2019).

Le bacille pyocyanique est trés répandu dans les hopitaux et provoque de nombreuses
infections nosocomiales. Dans son environnement naturel, P. aeruginosa vit sous forme
planctonique, mobile ou a 1’état sessile dans un biofilm, attachée a une surface inerte ou une

source de substrat (Chaker, 2012).

Il existe dans des niches écologiques aussi diverses principalement en raison de son forte
capacité d'adaptation aux changements rapides des conditions physico-chimiques et de ses
facteurs de virulence (Griffin et al., 2004 ; Hibbing et al., 2010).

1.4 Caractéristiques de Pseudomonas aeruginosa

1.4.1 Caractéristiques morphologiques et structuraux

C’est une bactérie & Gram négatif qui se présentent sous forme de batonnets droits et fins de 1
a 3 um de long et 0,5 a 0,8 um de large (Figure 1) (Chaker, 2012 ; Sefraoui., 2015). C’est
un germe non sporulé, parfois entouré d'une pseudo-capsule appelée slime impliquée dans sa

pathogénicité.
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Figure 1: Cliché de microscopie électronique de P.aeruginosa (Perdu, 2013)

Elle est mobile a la fois en milieu liquide, grace a son unique ciliature polaire qui lui permet
de nager «swimming», et en milieu solide, grace aux pili qui lui permettent de se déplacer
par glissement «twitching». Elle peut également se déplacer dans des milieux semi-solides
par « swarming » grace au flagelle (figure 2) (Perdu, 2013). La morphologie de
P.aeruginosa, de méme que pour tout le genre Pseudomonas, est facilement identifié grace a
la production de la pyocyanine, un pigment bleu-vert diffusible a 1’extérieure, d’ou le nom de

bacille pyocyanique (Elmeskini, 2011)

Pseudomonas aeruginosa, comme la plupart des autres organismes gram-négatifs, a une
structure de paroi composée d'une membrane externe, un espace périplasmique contenant le

peptidoglycane et d'une membrane cytoplasmique interne.
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Figure 2: Le flagelle de P.aeruginosa (https://www.sciencesetavenir.fr)

4.1.1. Caractéristiques culturales

P. aeruginosa est hautement versatile, dotée d’une grande adaptabilité nutritionnelle et
métabolique et n’exigeant aucun facteur de croissance (Terki Hassaine, 2016). Cette bactérie
mésophile est capable de se développer a I’intérieur d’un large spectre de température allant
de 15 a 42°C. La température optimale de croissance est 37°C (Barakat, 2012)avecun temps
de doublement in vitro de 40 minutes (Méar, 2014). La gamme de pH dans laquelle elle peut

se croitre est comprise entre 4,5 et 9,5 (Brahim, 2019).

Plusieurs types de milieux de culture sélectifs sont disponibles pour P. aeruginosa comme
milieu MacConkey, milieu Drigalski et milieu gélose au cétrimide. Ce dernier peut servir a la
fois a I’isolement et au dénombrement de P. aeruginosa. Le cétrimide est un antiseptique de
la famille des ammoniums quaternaires, qui inhibe le développement d’une grande variété de
microorganismes, y compris les especes de Pseudomonas autres que P. aeruginosa. La
formule du milieu cétrimide est dérivée de celle du milieu de King A. La présence de chlorure
de magnésium et de sulfate de potassium dans le milieu cétrimide stimule la production de

pyocyanine, par la bactérie (Magin, 2019).

In vitro, les colonies poussent en 24 heures et sont plates a bord irrégulier et prenant un aspect
irisé metallique avec le temps et possédant une odeur de seringa (également appelé jasmin des

poetes) (Cottalorda, 2020) due a la production d’ortho amino-acétophénone (Solbi, 2013).
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Particularité de cette espece : isolement spontané en trois principaux types de colonies sur
milieu gélosé :

¢+ Des colonies larges (L), rugueuses avec un centre plus bombe et un bord irrégulier.

% Des colonies petites (S), lisses, mates, légerement bombées a bord circulaire
régulier.

% Des colonies de type muqueux (M) coalescentes, filantes, rencontrées chez les souches
produisant un slime composé d'un polymere exopolysaccharidique appelé alginate
(Lega, 2010).

1.4.2 Caractéristiques biochimiques

1.4.2.1 Métabolisme

D’un point de vue métabolique, P.aeruginosa est une bactérie chimio-organotrophe avec un
métabolismestrictement oxydatif et/ou respiratoire. Elle peut en fait effectuer une respiration
aerobie et anaérobie et elle peut également fermenter I'arginine et le pyruvate (Barakat,
2012).

Les caractéristiques biochimiques de P. aeruginosa sont présentées dans le tableau 2.
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Tableau 2: Caractéristiques biochimiques de P.aeruginosa.

Catalase Positive (+)
Oxydase Positive (+)
Citrate Positive (+)
Rouge de méthyle Négative (-)
Voges Proskauer (VR) Positive (+)
Coagulase Négative (-)
Uréase Négative (-)
Gas Négative (-)
H2S Négative (-)
Gélatinase Positive (+)
Indole Négative (-)
Nitrate réductase Positive (+)
oDC Négative (-)
ADH Positive (+)
LDC Négative (-)
Glucose Positive (+)
Fructose Positive (+)
Galactose Négative
Lactose Négative (-)
Glycerol Positive (+)
Hémolyse Béta /Variable
Phénylalanine désaminase Négative (-)

1.4.2.2 Pigments

Le bacille pyocyanique sécrete des pigments caractéristiques (Figure 3), comme la

pyoverdine (jaune-vert), sidérophore impliqué dans la capture du fer, élément indispensable a

la croissance et a la prolifération bactérienne (Daly et al., 1984) soluble dans 1’eau et le

chloroforme, il est produit dans le milieu King A, et la pyocyanine (bleu-vert) soluble dans

I’eau et insoluble dans le chloroforme, produit dans le milieu King B, il est visible sous 'ultra

violet (Darghout et Metheni, 2016) (Gillespie et Hawkey, 2005). Il peut jouer le réle

d’accepteur terminal d'électrons permettant ainsi a la bactérie de croitre en anaérobiose (Daly

etal., 1984).
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D’autres pigments hydrosolubles peuvent étre élaborés parfois de maniere transitoire : la

pyomélanine brune et la pyorubine rouge.

Figure 3: Les différentes pigments secrétés par le bacille pyocyanique(https://www.sfm-
microbiologie.org)

4.1.2. Caractéristiques antigéniques

Pseudomonas aeruginosa posseéde deux types d’antigenes :

% L’antigéne somatique O : thermostable est un lipopolysaccharide (LPS) lié a une
protéine. Composant de la paroi, il joue un réle essentiel dans le pouvoir pathogéne et
dans I’immunité ; les anticorps correspondants sont agglutinants. Il existe 20
différents sérotypes de P.aeruginosa selon le schéma international du typage
antigénique dont les plus connus sont les aeruginosa sérovars O.1 a O.12 (Faure et
al., 2002 ; Chaibdraa et al., 2008). Le sérotype O.12 présente la particularité d'étre le
plus résistant aux antibiotiques et le plus souvent incriminé dans les infections
nosocomiales (Chaibdraa et al., 2008).

s L’antigéne flagellaire H : protéique, Thermolabile, permettant un typage qui, en
combinaison avec le typage O, permet de reconnaitre au moins 25 sérovars (Zidoune

et Benbelkacem, 2020).
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1.5 Facteurs de virulence

Les facteurs de virulence de P. aeruginosa jouent un role important dans la colonisation, la
survie de la bactérie et I'invasion des tissus. On distingue deux grands familles de facteur de
virulence (Tableau 3) : les facteur de virulence cellulaire ou associés a la membrane
(flagelle, pili, lipopolysaccharide et alginate) et les facteurs de virulence secrétés (exotoxine,
phospholipase C, rhamnolipides, protéases, lectines, élastase, pyoverdine et pyocyanine) (Ben
Haj Khalifa et al ., 2011).

11
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Tableau 3: les principaux facteurs de virulence de P.aeruginosa: leurs modes d'action et leurs conséquences cliniques (Ben Haj Khalifa et al.,

2011).

Facteurs de virulence

Mode d’action

Effet pathogéne induit

Lipopolysaccharide (LPS)

v/ Stimulation de la production de
cytokines

Choc

Pili v Adhésion aux cellules épithéliales - Pathogénicité respiratoire
respiratoires
Flagelle v" Adhésion aux mucines Mobilité: role - Diffusion bactérienne
dans l'internalisation
Alginate v Provoque le phénotype muqueux - Pathogeénicité respiratoire Résistance aux defenses de
v Adhésion aux cellules trachéales I'néte (phagocytose) et aux ATB Responsable du
v"Inhibition de la phagocytose, de caractére mucoide des souches
I'action des antibiotiques et de la
réponse immunitaire
Exotoxine A v"Inhibition des synthéses protéiques des - Mort cellulaire : nécrose tissulaire Role important dans la
cellules Cibles. virulence
Exotoxine S v’ Effet cytotoxique. - Nécrose tissulaire Entraine des Iésions du glycopeptide,
v’ Prolifération des LT de lavimentine et des IgG et IgA
Exotoxine U v" Role antiphagocytaire - Lésions des cellules épithéliales Responsable de

bactériémie voire de choc Septique

Rhamnolipides

v’ Effet détergent

Hydrolyse du surfactant

Elastases (LasA+LasB)

v' Dégradation de I'élastine, de la fibrine,
de l'interféron, du complément et du

Destruction des tissus contenant de I'élastine.
Rdle important dans la virulence

collagene
Pyocyanine+Pyoverdine v’ Action bactéricide sur les autres - Favorise I'émergence du bacille pyocyanique.
bactéries. - Diminution de la clairance des bacilles.

v" Augmentation de la libération d'élastase
v Inhibition des battements des cils.

Roéle dans la survenue de vascularite d'artéres
pulmonaires.

12
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v’ Captage du fer.
v"Induisent la synthése de radicaux libres
Lectines solubles v" Inhibition des battements ciliaires des Pathogénicité respiratoire Role dans l'infection chronique
cellules pulmonaires
Phospholipase C v’ Effet cytolytique local Lyse des cellules cibles Role dans l'infection aigue et
chronique.
Protéase alcaline v Protéolyse Role dans les infections cornéennes

13
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1.6 Pathogénicité

P. aeruginosa est invasif et toxinogene, en raison de la production de facteurs de virulence de
surface, qui lui permettent de s’attacher, de coloniser, et d’envahir les tissus, et SéCrétés qui

détruisent les tissus et déclenchent des processus inflammatoires (Mesaros et al,. 2007).

Une enquéte méditerranéenne de prévalence en 2010, le classe comme étant le troisieme
principal agent des infections nosocomiales, derriére Escherichia coli et Staphylococcus
aureus (Amazian et al., 2010).

Pathogéne opportuniste, P. aeruginosa profite de défaillance de I’héte pour I’envahir et
I’infecter. La défaillance peut étre due a une rupture de 1’intégrité¢ des barriéres physiques,
particulierement de la peau : blessure, briilure, opération chirurgicale, intubation... mais aussi
a des défenses immunitaires faibles, par exemple chez les personnes immunodéprimées lors
de traitements de cancers, les patients atteints du VIH, ... Cette premicre colonisation
opportuniste peut conduire a des infections aigués ou chroniques, qui sont liées a deux modes

de vie bactériens distincts : planctonique ou sessile (en biofilm) (Perdu, 2013).

La liste des infections a Pseudomonas aeruginosa est longue et ne cesse de croitre (Tableau
04). Elle cause des bactériémies, des infections des voies intestinales, respiratoires, urinaires,
des otites externes pouvant étre mortelles chez les diabétiques. P. aeruginosa peut aussi
générer des keératites ulcéreuses chez les porteurs de lentilles de contact, des infections de la
peau, des plaies et des infections secondaires des brdlures (Mesaros et al., 2007). Elle est
aussi capable de causer des meningites et des ostéomyélites en infectant le systéme nerveux

central et les structures osseuses (Carek et al., 2001).
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Tableau 4: Principales pathologies causées par P.aeruginosa et classes selon le site
d'infection (Mesaros et al., 2007).

Site d’infection

Pathologie spécifique

Fréquence (dans une
population a risque)

Tractus respiratoire

— pneumonie aigue

fréquent (hopital; soins

— infections chroniques de I’arbre intensifs)
bronchique mucoviscidose
Sang — bactériémie and septicémie Fréquent

Tractus urinaire

— infections aigues
— infections chroniques

relativement frequent
(complications suite a la
présence de corps étrangers)

Oreille

— otite externe (oreille du nageur)
— otite externe maligne
— otite moyenne chronique suppurative

Fréquent

Peau et tissu mous

— dermatite
— infections de plaie
— infections de brulures

Relativement fréquent
(traumatismes)

— ecthyma gangrenosa
— pyodermite

— folliculite

— acne vulgaris resistant

patients neutropeniques

il — keratite (ulcere corneen) rare (traumatisme)
— enophtalmie
— ophtalmie neonatal
Systéme nerveux — méningite rare (secondaire a une

central

— abceés cérébral

neurochirurgie
0u a un traumatisme)

Ceeur

— endocardite

rare (abus de drogues
intraveineuses

Os et articulations

— pyoarthrose stenoarticulaire

— osteomyelite vertebrale

— infection de la symphyse pubienne
— osteochondrite du pied

— osteomyelite

Rare

Tractus gastro-
intestinal

— enterocolite necrosante
— infections perirectales

Rare

15




Chapitre 2 Les antibiotiques

2. Les antibiotiques
2.1.  Historique

Le premier antibiotique identifié c’était la pénicilline, il a été découvert en 1928 par le
microbiologiste Alexander Fleming. C’est un antibiotique naturel produit par le champignon
Penicillium notatum (Ntsogo Enguene, 2016). Sa forme stable est élaborée en 1940 par
Chain et ses collaborateurs (Chain et al., 1940). Par la suite, d’autres molécules antibiotiques
ont été découvertes (Figure 4) conduisant a I'essor de cette classe thérapeutique, permettant

de traiter de nombreuses infections mortelles (Bovet, 1988).

1940 1960 1980 2000

Céphalosporines (quatre générations)

Sulfamides 1936
. Oxazolidinones 2000
B-Lactamines 1940 Kétolides 2001

Chloramphénicol
Tétracyclines 1949 Lipopeptides 2003
Glycylcyclines 2005

Aminoglycosides 1950

Macrolides 1952

Glycopeptides 1958

Quinolones
Streptogramines 1962

Figure 4: Chronologie de la découverte de certains antibiotiques(Walsh, 2003).

2.2.  Définition et origine des antibiotiques

Sur base de I'étymologie du mot « antimicrobien » (du grec anti : contre, mikros : petit et bios
: vie) (Muylaert et Mainil, 2012), un antibiotique est défini comme toute substance ayant le
pouvoir d'inhiber la croissance et méme de détruire un autre microorganisme. Les
antibiotiques sont d'origine naturelle ou synthétique Chaque antibiotique possede une cible
bien déterminée et un mode d'action spécifique. En fonction de temps de contact avec les
bactéries et de leur concentration, ils peuvent étre bactéricides ou bactériostatiques (Assel et
al,. 2021).
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2.3.  Classification

Ces molécules peuvent étre classées selon différents critéres :
4.2.1. L'origine

Les antibiotiques sont élaborés par un organisme vivant ou produits par synthese.
4.2.2. Lanature chimique

Ce critere permet de classer les antibiotiques en différentes familles (aminosides, macrolides,
phénicolés, B-lactamines,.) au sein desquelles peuvent exister des groupes ou Sous-groupes.
En général, & une parenté structurale s'associera un méme mode d'action (sur une méme cible)

et un méme mécanisme de résistance
4.2.3. L’effet sur la bactérie

Les antibiotiques peuvent entrainer la mort des bactéries (antibiotiques bactéricides) ou

seulement inhiber leur croissance (antibiotiques bactériostatiques)
4.2.4. Le spectre d'activité

C’est le nombre des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs. Il peut étre étroit ou

large (Harmouche, 2010).
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4.2.5. Lacible bactérienne

C’est la classification la plus utilisée. Elle divise les antibiotiques en fonctions de leurs cibles

bactériennes (Figure 5) qui sont : la paroi, la membrane, les ribosomes, le métabolisme des

acides nucléiques et de leurs précurseurs (Ziai, 2014)

DNA-directed RNA
Coll wall synthosis | [DHA gyrase | i congaron QR Po/ymerase
S abeea 2 et ikl
Cycloserine Quinolones—[ N.alldnxlc ac!d Actinomycin Rifampin
Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins
Bacitracin Novobiocin
Penicillins Protein synthesis
Cephalosporins (508 inhibitors)
Monobactams -Erythromycin (macrolides)
Chltaigdnns w"m"m"w' Chloramphenicol
‘ Clindamycin
T —— THF Lincomycin
Trimethroprim / o

Sulfonamides Protein synthesis

(308 inhibitors)

_Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin

Cytoplasmic membrane Gentamicin
structure Kan'am)fcm
Polymyxins A[mkacm
Daptomycin |_Nitrofurans
PABA Cytoplasmic Cell wall
membrane T
Mupirocin
Puromycin

Figure 5: Différentes cibles des antibiotiques (Dauvergne, 2018).

2.4.5.1. Les antibiotiques agissant sur la paroi

Plusieurs familles d'antibiotiques ont comme cible des enzymes intervenant dans la synthese

de la paroi. Dans cette catégorie, on distingue

Les [3-lactaminees : ont une action bactéricide, inhibent I’activité des transpeptidases
et arrétent la synthese du peptidoglycane (constitutif de la paroi bactérienne)
(Dauvergne, 2018).

Fosfomycine : La fosfomycine inhibe la synthese de la paroi bactériennepar action sur
la pyruvyl transférase, impliquée dans I'une des premiéres réactions de la synthese du
peptidoglycane. Cette étape étant intracytoplasmique, la pénétration de la fosfomycine
a l'intérieur de la bactérie est nécessaire a son activité (https://pharmacomedicale.org/).
Les glycopeptides: qui se lient a un intermédiaire de synthése : I’undécaprényl-
phosphate (UDP), qui est un transporteur transmembranaire des précurseurs du

peptidoglycane (Bourahla et Haddach, 2016).
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2.4.5.2. Les antibiotiques agissant sur la membrane plasmique

Certains antibiotiques agissent sur la membrane plasmique bactérienne avec une action

bactéricide. Ces antibiotiques polypeptidiques présentent une toxicité lors de leur

administration. Ce sont des molécules d’origine naturelle synthétisés par des bactéries du

genre Bacillus. Elles sont réparties on deux groupes:

Les polypeptides tensio-actifs : Il s’agit des polymyxines (colistines) qui sont des
antibiotiques cycliques. (Moroh, 2013). Les polymyxines A, D, C sont trop toxiques,
c'est pour cette raison que seules les polymyxines B et E sont exploitées en
thérapeutique (Matthieu et al., 2010).

Les polypeptides non tensio-actifs: Dans ce groupe, on note la tyrocidine, la

bacitracine et la gramicidine (Moroh, 2013).

2.4.5.3. Les antibiotiques agissant sur les acides nucléiques

On trouve des antibiotiques actifs d'une part sur la synthése des ARN et d'autre part sur la

synthese des ADN ou de leurs précurseurs

Les quinolones sont des molécules bactéricides qui bloquent la réplication de L'ADN,
Elles se concentrent dans le cytoplasme ou elles se lient au topo-isomérase
(ADNgryase). les quinolones se fixent sur le complexe ADN- topoisomérase (ADN-
ADN gyrase) et inhibent son fonctionnement ce qui blogue la réplication de I'ADN
ainsi que sa transcription (Boussaid et Mokadem, 2018).

Les fluoroquinolones sont des dérivées des quinolones par modification chimique,
plus précisément par ajout d’un atome de fluor, lui conférant un plus large spectre que
les quinolones (Andersson & MacGowan, 2003).

Les rifamycines : Elles bloquent la synthese des ARN messager en inhibant ’activité
de ’ARN polymérase ADN dépendante. Elles ont un effet bactéricide et surtout
utilisées pour traiter la tuberculose (Metuor Dabire, 2014).

Les sulfamides sont des antibiotiques synthétiques bactériostatiques, avec un spectre
d’action large, inhibent compétitivement la dihydroptéroate synthétase (DHPS) et
bloquent ainsi la synthése de I’acide folique (Harmouche, 2010). D’autre part, le
triméthoprime est un anti-infectieux bactériostatique. Le triméthoprime est utilisé en
association avec le sulfaméthoxazole, un sulfamide. Cette combinaison, également
connue sous le nom de Triméthoprime/sulfaméthoxazole, est utilisée pour son effet
bactéricide (Sadikalay, 2018).
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2.4.5.4. Les antibiotiques agissant sur la synthese protéique

L’antibiotique pénétre dans la cellule, et interrompe le ribosome bactérien, structure
nécessaire a la synthése des protéines. Ce blocage confére une activité bactéricide. Ce

mécanisme concerne les aminosides, les tétracyclines et les macrolides (Opatowski, 2020).

= Les aminosides : Ces antibiotiques agissent en inhibant la synthese des protéines en
se liant au site aminoacyl de I'ARNr 16S de la petite sous-unité ribosomale 30S
(Sefraoui, 2015), entrainant I’inhibition de 1’étape d’¢élongation (en empéchant le
transfert du peptidyl-ARNt depuis le site A vers le site P) conduisant a un arrét de la
synthése protéique. De plus L’introduction d’erreurs dans la lecture des codons de
I’ARNm, engendrent la production des protéines aberrantes (Bouguenoun, 2017).

= Lestétracyclines : Ils agissent au niveau de la sous unité 30S du ribosome en inhibant
la phase délongation de la chaine polypeptidique, en empéchant la fixation de
I'aminoacyl-ARNt (Bouacha et al., 2020).

= Les macrolides : Les macrolides et apparentés forment de fagon réversible une liaison
a la sous-unité 50S des ribosomes, inhibant la transpeptidation et la translocation. Ce
sont des antibiotiques bactériostatiques (Legrand, 2017).

= Le chloramphénicol se lie a la sous-unité 50S empéchant I’attachement des ARN de
transfert au site A du ribosome. C’est un antibiotique bactériostatique (Legrand,
2017).

Le tableau ci-dessous regroupe les principaux antibiotiques présentant un intérét

thérapeutique contre P. aeruginosa (Tableau 5).
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Tableau 5: Principaux antibiotiques actifs sur P.aeruginosa (Harmouche, 2010).

Classes

Mécanisme d’action

Antibiotiques inh

ibant la biosynthése de la paroi bactérienne

B- lactamines

IIs ont une action bactéricide. Ces molécules agissent sur la paroi des bactéries en se fixant aux enzymes indispensables
a la formation du peptidoglycane (transpeptidases, glycosylases et carboxypeptidases appelés PLP ou proteines liant les
pénicillines. En fait, ces enzymes lient I'antibiotique au lieu de lier leurs substrats. 1l s'ensuit un affaiblissement du
péptidoglycane et une lyse osmotique qui mene a la mort bactérienne. D'autre part, les antibiotiques de cette famille
peuvent activer les enzymes responsables de la dégradation naturelle du péptidoglycane, les autolysines on muréine-
hydrolases

Antibiotiques agissant au niveau des membranes (externe et cytoplasmique)

Polymyxines
(colistine)

Elles agissent comme des détergents cationiques : grace a leur caractére amphipathique, elles pénétrent dans la cellule
bactérienne et s'insérent parmi les phospholipides des membranes externes et cytoplasmiques. ce qui entraine la
désorganisation de la membrane et la perturbation de la permeéabilité membranaire

Antibiotiques agissant sur la synthése des acides nucléiques

Fluoroquinolones

Ces molécules ont une action bactéricide. Apres leur pénétration dans la membrane externe des bactéries, elles inhibent
la réplication de I'ADN. En effet, les quinolones agissent sur les topoisomérases (ADN gyrases) qui sont des enzymes
régulant les changements de formes topologiques de I'ADN. Il s'en suit alors la formation d'un complexe ADN gyrase-
Quinolone. C'est ainsi que ces antibiotiques empéchent la réplication, la transcription, la recombinaison et la réparation
inhibant donc la synthése de I'ADN.

Antibiotiques inh

ibant la synthése protéique

Aminosides

Ce sont des antibiotiques bactériostatiques a faibles doses et bactéricides a fortes doses. La cible principale de ces
molécules est le ribosome, et en particulier sa sous-unité 30S. Cette fixation sur le ribosome conduit a une altération de
la synthese des protéines. Ces molécules induisent également des erreurs de lecture de I'ARN messager provoquant
ainsi la synthése de protéines anormales.
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3. Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques
3.1.Résistance intrinséque

C'est une résistance naturelle, existant chez tous les membres d'un genre ou d'une espece
bactérienne. Par conséquence, cela fait partie de leur patrimoine génétique normal (Yala et al
2001).

Le bacille pyocyaniqueest naturellement résistant a plusieurs antibiotiques : les pénicillines G,

zeme 3eme

M, A, amoxicilline + acide clavulanique, céphalosporine 1% et certaines de
génération (cefotaxime, ceftriaxone), les quinolones de 1%® génération, les nitrofuranes, les
sulfamides, les tétracyclines, les glycopeptides, l'acide fucidique, la kanamycine, les
macrolides et apparentés (Bouacha et al., 2020). Cela est du a la combinaison de plusieurs

mécanismes :
3.1.1. Céphalosporinases chromosomiques (AmpC)

Pseudomonas aeruginosa exprime naturellement une céphalosporinase inductible codée par le
géne chromosomique ampC. Cette enzyme appartient a la classe C d’Ambler. Chez les
souches sauvages, ampC est réprimé de maniére complexe par les produits de ses genes

associes, ampR et ampD, et n'est que faiblement exprimé (Barbieri et Wolff, 2010)
3.1.2. L’oxacilinase PoxB

Une autre B-lactamase naturelle appartenant a la classe D d’Ambler, appelée OXA-50 ou
PoxB, a egalement été identifiée chez P. aeruginosa. Toutefois, son réle dans la résistance
naturelle de la bactérie aux p-lactamines reste assez marginal compte tenu de sa faible activité

et de son spectre restreint (Mérens et al., 2011).
3.1.3. Lafaible perméabilité de la membrane externe

Toutes les bactéries Gram-négatives ont une membrane externe qui empéche naturellement le
passage des grosses molécules hydrophiles. Par conséquent, ceux-ci doivent traverser les
porines pour pénétrer les bactéries (Monlezun, 2013). Chez P. aeruginosa, on distingue OprD
(D1 et D2), OprE (E1 et E2), OprF, OprG, et OprH. OprF est la porine majoritaire de P.
aeruginosa (Nikaido et al., 1991). Les porines de Pseudomonas aeruginosa présentent une
faible perméabilité membranaire (12 a 100 fois inférieure que les autres BGN) (Hancock,
1998).
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3.1.4. Les systéemes d’efflux

P. aeruginosa exprime plusieurs systemes d'efflux multidrogue de type RND (Resistance
Nodulation cell Division) (Figure 6). Les systémes d’efflux MexA-MexB-OprM et MexX-
MexY-OprM participent simultanément aux mecanismes de résistance naturelle et acquise
aux antimicrobiens de P. aeruginosa, tandis que MexC-MexD-OprJ et MexE-MexF-OprN

n’agissent que dans la résistance acquise (Strateva et Yordanov, 2009).
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Figure 6: Les pompes d'efflux de la famille RND chez P.aeruginosa (Bolard, 2019).
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3.2. Reésistance acquise

Cette résistance ne concerne que quelques souches, d'une méme espéce ou d'un méme genre,
normalement sensibles & un antibiotique donné (Zomahoun, 2005; Mathur et Singh, 2005 ;
Courvalin, 2008). C'est l'acquisition de nouveaux génes capables de rendre la bactérie
insensible a un antibiotique ou un groupe d’antibiotiques. Les mécanismes acquis impliquent
des mutations dans des genes chromosomiques et le transfert de déterminants de résistance
portés par transposons et d'autres matériels génétiques mobiles.

Chez P. aeruginosa, la résistance acquise aux antibiotiques est causée par la surexpression de
la céphalosporinase AmpC, la surexpression de pompes a efflux, la production des enzymes
acquises tandis que d’autres souches présentent une perméabilité membranaire réduite par
altération d’une porine (OprD principalement) ou encore synthétisent des cibles cellulaires
ayant perdu toute affinité pour les antibiotiques (cas des fluoroguinolones) (Mérans et al.,
2011).

3.2.1. Mécanismes de résistance aux f-lactamines

La résistance aux f-lactamines implique en premier lieu ’expression de p-lactamases. Ces
enzymes sont réparties en quatre classes (A a D) selon la classification d’Ambler. En fonction
de leurs séquences d'acides aminés. Les enzymes des classes A, C et D possédent une sérine
au niveau de leur site actif tandis que les enzymes appartenant a la classe B requiérent un
cation divalent, en général le zinc comme cofacteur, d’ou leur nom de métallo enzymes (Hall

et Barlow, 2005).

3.2.1.1. Résistance enzymatique

R/

¢ La surproduction de ’AmpC chromosomiques

L expression de gene ampC, codant la céphalosporinase naturelle de P. aeruginosa, est
fortement induite par certaines PB-lactamines, notamment I'imipénéme, le clavulanate et la
céphamycine. Cette surexpression inductible et réversible conférant une résistance a toutes les
pénicillines, céphalosporines antipseudomonas ainsi qu'a I'aztréonam. Dans ce cas, seuls les
carbapénémes restent les antibiotiques actifs (Barbieri et Wolff, 2010). La régulation de
I’expression de la B-laclamase AmpC fait intervenir les génes ampR, ampD et ampG (Figure
7), le géne ampR correspond notamment & un activateur transcriptionnel du gene ampC qui est
inductible en présence dep-lactamines et qui est réprimé par la protéine codee par le gene
ampD (Bourahla et Haddache, 2016).
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Figure 7: Mécanisme de la régulation de I'expression du géne ampC (Vettoretti, 2009).

% Les p-lactamases transferables

e Les B-lactamases s a spectre élargi (BLSE)

C’est une grande famille trés hétérogene d'enzymes bactériennes découverte en France et en
Allemagne dans les années 1980. La plupart de ces enzymes sont le résultat de mutations des
génes de B-lactamases, en particulier blatem.1, blarem-2 et blasyyv.1. Les BLSE sont actifs
contre les pénicillines, les céphalosporines de premiere, deuxiéme et troisieme génération
(ceftazidime et céfotaxime) et contre [’aztréonam. Les bactéries productrices de BLSE
n'hydrolysent pas la céphamycine (céfoxitine) ni les carbapénémes (imipénéme), qui sont
bloqués par les inhibiteurs classiques des béta-lactamases, I'acide clavulanique, le tazobactam
et le sulbactam. (Vora et Auckenthaler, 2009), cinq BLSE de classe A (TEM, SHV, PER,
VEB et GES) ont été détectées chez Pseudomonas aeruginosa (Wang et al., 2006).
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e p-lactamases de classe D (oxacillinases).

Les oxacillinases (enzymes de type OXA) appartiennent a la classe moléculaire D et au
groupe fonctionnel 2d. Les enzymes OXA classiques (OXA-1, OXA-2, OXA-10) conferent la
résistance aux carboxypénicillines et aux uréidopénicillines mais pas a la ceftazidime. Les
oxacillinases a spectre étendu hydrolysant la ceftazidime ont la plus grande importance
clinique. Leur spectre d’hydrolyse comprend également : céfotaxime, céfépime, cefpirome,
aztréonam et moxalactame, D’activité de ces enzymes n’est pas inhibée par les inhibiteurs de

la 3-lactamase (Strateva et Yordanov, 2009).

e Les carbapénemases

Ces enzymes appartiennent aux B-lactamases de classes A, B et D d’Ambler. Cependant, les
carbapénémases les plus répandues chez P. aeruginosa sont les R-lactamases de classe B
également connues sous le nom de métallo-R-lactamases (MBL) en raison de la présence d’un
ou deux atome(s) de zinc dans leur site actif. Elles agissent sur une grande variété de B-
lactamines a I’exception de I’aztréonam et parfois de la pipéracilline (Monlezun, 2013). Les
ML ne sont pas inhibés par 1’acide clavulanique ou la tazobactam. Au lieu de cela, ils sont
inhibés par les chélateurs d’ions tels que ’EDTA (Bush et Jacoby, 2010). Plusieurs types
MRBL ont été decrits chez P.aeruginosa: IMP (active sur I’Imipénéme), VIM (Verona-
Integron-encoded Metallo-3-lactamases), SPM (Sao Paulo Metallo-R-lactamases), AIM
(Australia Imipenemase), GIM (German Imipenemase) et NDM (New Delhi Metallo-R-
lactamases) (Pitout et al., 2005 ; Barir et Ghilani, 2011). Les MBL les plus fréquemment
isolées dans le monde sont les types IMP et VIM (en particulier VIM-2) (Haouchi, 2018).

3.2.1.2.  Résistance non enzymatique

R/

¢ Surproduction des systémes d’efflux actif

La surexpression des systéemes d'efflux transmembranaires naturels est un mécanisme majeur
de la multirésistance chez P. aeruginosa. Les mutations affectant la pompe d’efflux MexAB-
oprM sont le plus souvent associées a la résistance aux B-lactamines. Le systeme combine une
pompe (MexB), une lipoprotéine liée a la membrane (MexA) et une porine (oprM) a travers
laguelle les antibiotiques sont expulsés des cellules. La surexpression de MexAB-oprM réduit
la sensibilité a la ticarcilline, a l'aztréonam et au méropéneme, tandis que l'imipénéme n'est
pas un substrat pour la pompe MexB (Barbier et Wolff, 2010). La surexpression du systéeme

MexXY/OprM entraine une résistance accrue aux céphalosporines zwitterioniques (céfépime,
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cefpirome), aux aminoglycosides (gentamicine, amikacine) et aux fluoroguinolones (Mérens
etal. 2011).

% Reésistance par altération de la perméabilité membranaire

Les R-lactamines doivent traverser la membrane externe par des canaux protéiques
transmembranaires appelés porines. Les carbapénémes ont la particularité d’utiliser un canal
spécifique appelé OprD, contrairement aux autres R-lactamines qui utilisent la voie des
porines OprF (Trias et Nikaido, 1990). De nombreuses mutations trouvées dans les souches
cliniques ont entrainé la perte d’oprD et une augmentation de 4 a 16 fois de la résistance aux
carbapénemes, tandis que les CMI des autres R-lactamines sont restées inchangées
(Monlezun, 2013).

3.2.2. Mécanismes de résistance aux aminosides

3.2.2.1.  Lesenzymes modificatrices des aminosides

Un certain nombre d'aminoglycosides, dont la tobramycine, la gentamicine et I'amikacine, ont
été traditionnellement utilisés pour traiter les infections liees a P. aeruginosa, en particulier
chez les patients atteints de fibrose kystique (Poole, 2011). Pseudomonas aeruginosa a acquis
plusieurs génes de résistance aux aminoglycosides qui sont portés par des éléments mobiles
(intégrons, plasmides ou transposons) et sont souvent associés a la résistance aux [-
lactamines et aux quinolones (Ramirez et Tolmasky, 2010). Le mécanisme le plus courant
consiste a la production d'enzymes stéréospécifiques qui modifient la fonction -NH2 ou -OH

sur les molécules d'aminosides, les empéchant de se lier aux ribosomes (Biquand, 2017).

Trois types d'enzymes ont été décrites chez le bacille pyocyanique (Figure 8): la N-
aminoacétyltransférase (AAC), qui catalyse l'acétylation des groupements NH2, la O-
phosphotransférase (APH) et le mononucléotide transférase (ANT), qui permettent la
phosphorylation et les fonctions nucléotidiques de - OH, respectivement. Les AAC
contribuent a la résistance de cette espéce a la plupart des aminoglycosides utilisés en thérapie
(gentamicine, tobramycine, nétilmicine et amikacine) (Poole, 2005). Les APH augmentent, le
niveau de resistance de Pseudomonas aeruginosa a la kanamycine, streptomycine et a la
néomycine. Enfin, les ANT conférent une résistance a la streptomycine, la spectinomycine, la

gentamicine et la tobramycine (Poole, 2005).
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Figure 8: Illustration des sites modifiés par les enzymes modificatrices des aminosides
(Hainrichsonet al., 2008).

La résistance non enzymatique aux aminoglycosides chez P. aeruginosa implique des
mécanismes (Figure 9) tels que des altérations de la cible des aminoglycosides, des

modifications membranaires et/ou une surproduction de la pompe a efflux MexXY (OprM)

(Bolard, 2019).
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Figure 9: Représentation schématiques des mécanismes de résistance non enzymatique aux
aminosides développés par les cellules planctoniques de P.aeruginosa (Bolard, 2019)
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3.2.2.2.  Résistance par efflux actif

Le mécanisme d’efflux actif MexXY/OprM est la principale cause de résistance non
enzymatique aux aminosides chez P. aeruginosa, en particulier chez les patients atteints de
mucoviscidose (Mérens et al. 2011). MexXY (OprM) est une pompe a efflux (Figure 10)
appartenant a la famille RND qui utilise le gradient de protons présent dans MI pour pomper

des molécules de substrat en échange de protons H+ (Masuda et al. 1996).

—T— aminoglycoside

cytoplasm

Figure 10: Structure de la pompe a efflux RND MexXY (OprM) de P.aeruginosa (Bolard,
2019).

3.2.2.3.  Résistance par modification des lipopolysaccharides membranaires

Le LPS de P. aeruginosa est compose de trois domaines : I'oligosaccharide central, la partie
lipide A et la région de I'antigéne O (Gellatly et Hancock, 2013).

Le passage des aminosides a travers la membrane externe se fait par la bicouche lipidique
plutdt que par la voie des porines, comme c’est le cas pour la plupart des autres antibiotiques
(B-lactamines, fluoroquinolones, tétracyclines...). En effet, les aminosides établissent des
interactions électrostatiques avec les LPS qui constituent la couche externe de cette membrane
asymétrique. Grace a leurs nombreuses charges électropositives (3 a 5) les aminosides se

fixent sur les groupements phosphate et pyrophosphate du core et, de ce fait, déplacent les
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ions Ca2+ et Mg2+ qui assurent normalement la cohésion entre les molécules adjacentes de
LPS (Hancock et Wong 1984 ; Rocchetta et al. 1999).

La modification structurale des LPS peut étre a I’origine d’une résistance de bas niveau aux
aminosides. En effet, chez le mutant FE49, dérivant de la souche PAO1, les molécules de LPS
sont privées de leur partie polysaccharidique et d’une partie du core ce qui tend a diminuer les
charges électronégatives avec lesquelles les aminosides interagissent pour franchir la
membrane externe (EI'Garch et al. 2007). 1l en résulte alors une augmentation du niveau de
résistance aux aminosides d’un facteur de 2 comparativement a la souche PAO1 (EI'Garch et

al. 2007).

3.2.2.4. Résistance par méthylation de ’ARN16S

La méthylation ribosomale, un mécanisme de protection développé par les organismes
producteurs d’aminosides (actinomycétes), s’effectue sur le résidu G en position 1405 de
I’ARNI16S au niveau du site A (Galimand et al. 2003). Récemment, la méthylation de
I'’ARNr 16S est apparue comme un nouveau mécanisme de la résistance aux aminoglycosides
parmi les agents pathogénes a Gram négatif telle que P. aeruginosa, capable de modifier non
pas I’aminoside mais la structure ribosomale sur lequel il se fixe, ’ARN 16S (Sefraoui,
2015).

Chezle bacille pyocyanique, elle est due a l'acquisition du géne rmtA codant pour une
méthylase d'ARNr 16S. La méthylation de ’ARN 16S par ces enzymes entraine une
résistance a la gentamicine, la tobramycine, 1’amikacine, I’isépamycine et 1’arbékacine
(Biquand, 2017). Il semble que le géne rmtA, porté par un transposon situé sur un plasmide

conjugatif, ait diffusé a partir des actinomycetes (Yokoyama et al., 2003).
3.2.3. Meécanismes de résistance aux fluoroguinolones

Les principaux mécanismes de résistance de P. aeruginosa aux quinolones sont la
modification des enzymes cibles, 'ADN gyrase (gyrA) et la topoisomérase IV (parC), ou la
réduction de la concentration intracellulaire due a des mutations dans les genes régulateurs

des systemes d'efflux, tels que mexR et nfxB (Zidoune et Benbelkacem, 2020).

3.2.3.1. Résistance par altération des cibles (QRDR)

La résistance de P. aeruginosa aux fluoroquinolones est principalement liée a des mutations

dans les genes codant les cibles de quinolones I’ADN gyrase ou I’ADN topoisomérase IV, au

30



Chapitre 3 Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

niveau d’une région nommée Quinolone Resistance Determining Region (QRDR) (Lépez-
Causapé et al., 2018; Oliveira et al., 2020).

La résistance a la ciprofloxacine dans cette espéce est exclusivement chromosomique
(Barbier et Wolff, 2010). Les mutations les plus fréquemment observées sont la substitution
d'un acide aminé en position 83 dans GyrA de la thréonine a l'isoleucine et une substitution
d'acide aminé de la sérine a la leucine en position 87 dans ParC. La deuxieme mutation la
plus courante est la position 87 de GyrA, ou la tyrosine est remplacée par l'asparagine, la

glycine ou la tyrosine (Langendonk et al., 2021).

3.2.3.2.  Résistance par efflux actif

Quatre systémes d'efflux ont été largement décrits chez P. aeruginosa : MexAB-OprM,
MexCD-OprJ, MexEF-OprN et MexXY/OprM. Toutes ces pompes peuvent accueillir des
fluoroquinolones, bien que chacune dispose d'un pool d'antibiotiques substrats préférentiels
(Monlezun, 2013).

En I'absence de mutations des cibles de quinolones, La surproduction des pompes d’efflux
MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ et MexEF-OprN est a lorigine d’une
résistance modérée aux fluoroquinolones ainsi qu’a d’autresclasses d’antibiotiques (Sefraoui,

2015).

Le niveau élevé de résistance du bacille pyocyanique pour cette classe d’antibiotiques
résultera donc de I’action conjointe des différentes pompes d’efflux causée par les mutations

nalB, nfxB et nfxC associée aux mutations sur les enzymes cibles (Monlezun, 2013).
3.2.4. Mécanismes de résistance a la colistine

La résistance acquise a I’encontre de la colistine est due a des mutations d’origine
chromosomique ou plasmidiques. Le méecanisme le plus courant est la diminution de la charge
négative globale du LPS repoussant ainsi les molécules de polymyxines. En effet, la fixation
de la colistine au niveau de la membrane externe est rendue possible grace a des interactions
électrostatiques entre le polycation et les groupements négatifs portés par les molécules de
LPS. Par un mécanisme similaire a celui utilise par les aminosides, la colistine franchit la
membrane externe puis s’inseére dans la membrane cytoplasmique créant une fuite des
composés cellulaires et un arrét de la respiration cellulaire fatal pour la bactérie (Vettoretti,
2009).
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Un systeme de modification des LPS, homologue a PmrA-PmrB, a été mis en évidence chez
des mutants spontanés de P. aeruginosa résistants a la polymyxine B. L’activation du systéme
PmrA-PmrB, régulant les loci PA3552 a PA3559, entraine 1’ajout d’un 4-amino-arabinose sur
le groupement phosphate du lipide A. cette modification empéche la pénétration de

I’antibiotique dans la cellule bactérienne (McPhee et al. 2003 ; Moskowitz et al. 2004).

Fin 2015, une équipe chinoise a montré pour la premiére fois I’existence d’un géne de
résistance a la colistine porté par un plasmide chez les souches E. coli et K. pneumoniae (Liu
et al., 2016). Il s’agit du géne mcr-1 codant pour une phosphoéthanolamine transférase qui
catalyse I’addition de pEtN sur le lipide A, provoquant une baisse d’affinité de la colistine
pour le LPS comme pour les résistances chromosomiques. L’acquisition de ce géne confére
un bas niveau de résistance a la colistine, difficilement détectable par les méthodes de

diffusion en milieu gélose.

Il a rapidement été montré que le gene mcr-1 est présent sur quasiment tous les continents
(Asie, Europe, Afrique, Amérique du Nord) et de facon ubiquitaire puisque porté par des
bactéries retrouvées chez I’Homme, les animaux, dans les denrées alimentaires et

I’environnement (Enterobacter spp, Salmonella spp, Shigella...) (Wang et al., 2017).

D’autres variants du géne mcr-1 ont été identifiés : mer-2, 3, 4, 5, 6, 7 et mcr-8 (Xavier et al.,
2016 ; Yin et al., 2017 ; Carattoli et al., 2017 ; Borowiak et al., 2017 ; AbuOun et al.,
2017 ; Yang et al., 2018 ; Wang et al., 2018). Ces résistances plasmidiques suggérent la
possibilité d’acquisition et de diffusion rapide de cette résistance, a I’instar de ce qui est

connu pour d’autres mécanismes plasmidiques de résistance.

3.3 Biofilm

La diminution de la sensibilité aux antibiotiques des bacteries formant des biofilms est
vraisemblablement due a la combinaison de plusieurs mecanismes (Walters et al., 2003).
Mais il reste encore de nombreux mécanismes mal compris. La formation d’un biofilm, ou la
production d’une quantité massive d’alginate (polymére d’acide D-mannuronique et d’acide
L-guluronique) par les souches de P. aeruginosa crée une barriére permettant aux bactéries de
persister et de se protéger des défenses immunitaires de 1’hote et 1’action bactéricide des
antibiotiques (Costerton et al., 1999).

Plusieurs études ont rapportées que les fluoroquinolones, comme I'ofloxacine et la
ciprofloxacine, pénétrent les biofilms de P. aeruginosa facilement tandis que les

aminoglycosides, tels que la tobramycine et la gentamicine, diffusent plus lentement. Ces
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études suggerent que la liaison des aminosides chargés positivement aux polymeéres
extracellulaires de matrice du biofilm & charge négative, tel que l'alginate, retarde la
pénétration de ces agents (Stewart, 2002). Bien que cela puisse étre le cas de certains agents
antimicrobiens, il a été montré que pour d'autres, ils peuvent péenétrer la matrice mais ne
peuvent pas tuer les cellules dans le biofilm (Walters, et al., 2003) Les souches de P.
aeruginosa formant un biofilm sont beaucoup plus résistantes a la tobramycine que les
souches vivant a 1’état planctonique (Nickel et al., 1985). Alors qu’une autre étude suggere
que la formation de biofilms peut étre une réaction spécifique, défensive, induite par la

présence d’antibiotiques tels que les aminoglycosides (Hoffman et al., 2005).
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Dans cette étude les 12 articles rapportant des données phénotypiques et moléculaires sur des souches cliniques de Pseudomonas
aeruginosa multirésistantes aux antibiotiques, isolées de différentes régions d’Algérie, ont été analysés (Tableau 6).

Tableau 6: Articles analysés

Articles et Lettres a Auteurset | Période Lieu d’étude Services concernés Types de Les méthodes utilisées
I’éditeur année d’étude prélévement
1. Sensibilité aux Drissi etal., | De CHU de Tlemcen | ICU chirurgicaux / - Etest (CMI)
antibiotiques et 2008 novembre (Algérie). Traumatologie - Test de Hodge
mécanismes de 2005 a ICU - Extraction d”’ADN par
résistance aux f - février 2007 neurochirurgicaux ébullition
lactamines des La chirurgie -PCR
souches cliniques de Divers - Séquencgage
P. aeruginosa : - Focalisation isoélectrique
premiéere étude en - RAPD
Algérie - Sérotypage par
agglutination sur Lame
2. Dissemination of a Touati et al., | Décembre CHU d'Annaba, | unité de soins intensifs | - Aspiration - Antibiogramme
class | integron 2013 2010 a Algérie chirurgicaux bronchique - Etest (CMI)
carrying VIM-2 Septembre - Sang - Test de synergie
Carbapenemase in 2011 - Cathéter urinaire | - Test imipéneme-EDTA
Pseudomonas - Pus -PCR
aeruginosa clinical - Plaie - Séquencgage
isolates from a - Urine - MLST
hospital intensive
care unit in Annaba,
Algeria
3. Molecular Sefraoui et | Octobre 3 CHU de I'Ouest | - Les soins intensifs - Aspiration - API 20NE
Epidemiology of al., 2014 2009 a algérien - La chirurgie trachéale - MALDI-TOF
Carbapenem Novembre | (Tlemcen, Sidi - La neurochirurgie - Plaies - Antibiogramme
Resistant 2012. Bel Abbes et - La traumatologie - Voies urinaires - Etest (Détection des MRL)
Pseudomonas Oran). - Urgence - Test a la cloxacilline

aeruginosa Clinical
Strains Isolated
from Western
Algeria Between

2009 and 2012

- Médecine interne

- Test de synergie & double
disque

- Test de disque combiné

- Extraction d’ADN

- PCR
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- Séquencgage
- MLST
Epidemiology of Meradji et Janvier Hopital Ibn Sina, |/ - Le sang - API 20NE
carbapenem non- al., 2015 2012a Hopital Dorban - L’urine - Antibiogramme
susceptible Décembre et Hopital Ibn - liquide de lavage | - Etest
Pseudomonas 2013 Rochd barnchéo- - Test de Hodge modifié
aeruginosa isolates (Annaba) alvéolaire - Test Imipénéme-EDTA a
in Eastern Algeria - aspiration disque combiné
endotrachéale - Test de synergie a double
- pus aspiré disque
- liquide de - Test a la cloxacilline
drainage - Extraction d’ADN par
ébullition
-PCR
- Séquencgage
- Electrophorése en champ
pulsé
Molecular Bouguenoun | de janvier et | Hopital Ibn-Zohr | -Chirurgie générale - Pus - Coloration de gram
epidemiology of etal., 2016 | décembre et Hopital El- -Maladies infectieuses | - L urine - Test oxydase
environmental and 2014 Hakim Okbi -Pédiatrie - API 20E/ API 20NE
clinical (Guelma) - MALDI-TOF
carbapenemase- - Antibiogramme
producing Gram- - Etest
negative bacilli from - Test de Hodge
hospitals in Guelma, - Test Carba NP modifié
Algeria: Multiple - Test imipénéme —EDTA
genetic lineages and - PCR et PCR en temps réel
first report of OXA- - Séquencage
48 in Enterobacter - MLST
cloacae
Epidemiology and Meradji et Avril 2014 | I'ndpital 1bn Sina | service de brdlures Ecouvillonnage de | - Antibiogramme
virulence of VIM-4 | al., 2016 a janvier Annaba (Algérie) | adultes a I'échelle de surfaces brulées - Etest
metallo-beta- 2015. I'Etat unité - Test de Hodge
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aerugin

lactamase-
producing
Pseudomonas
osa isolated from

burn patients in eastern

- Test Imipéneme -EDTA a
disque combiné

- Test de synergie a double
disque

- Test a la cloxacilline

Algeria - Extraction d’ADN par
ébullition
-PCR
- Séquencage
- Electrophorése en champ
pulsé
7. Phenotypic detection | Mellouk et | avril 2014 I'ndpital de Urologie L’urine - API 20NE
methods of metallo- | Meradji , et avril Skikda (Algérie). - MALDI-TOF
B-lactamases - 2017 2016. - Antibiogramme
producing - Etest
Pseudomonas - Test de Hodge
aeruginosa strains - Test de Carba NP modifié
isolated in urology - Test Imipénéme -EDTA a
ward from Skikda disque combiné
hospital Algeria - Test de synergie a double
disque
8. Molecular Bourafa et entre juillet | Hopital Urologie L’urine - API 20E et API 20NE
characterization of | al., 2018 et d’ Annaba Pédiatrié - MALDI-TOF
carbapenem- septembre - Antibiogramme
resistant Gram- 2015 - Etest
negative bacilli - Test Carba NP modifié
clinical isolates in - Test de Hodge
Algeria - Test Imipéneme-EDTA
- Extraction d’ADN
- PCR et PCR en temps réel
- Séquencgage
- MLST
9. Occurrence of VIM- | Merradi et Janvier CHU de Batna -Service des brulés -Pus - Test oxydase
4 metallo-p- al., 2019 2015a (Nord-Est -Neurochirurgie -Sang - API 20NE
lactamase- décembre algérien) - Soins intensifs -Liquide cérébro- | - MALDI-TOF

37




Matériel et méthodes

producing 2016 - Hématologie spinal - Antibiogramme
Pseudomonas -Médecine interne -Aspiration - Test de Hodge
aeruginosa in an -Traumatologie trachéal - Test de synergie a double
Algerian hospital -Endocrinologie -Urine disque

- Néphrologie -Cathéter -PCR

-Cardiologie -Fluide pleural - Séquencage

-Pédiatrie -Ecouvillonnage - Electrophorése en champ

-Urgence de la gorge pulsé

-Médecine légale -Cathéter vésical - MLST

-Orthopédie -Ascite

- Chirurgie -Adénite

-Externe -Plaie

-Garderie -Autre

10. Synergistic Meliani et De Hopital Brulés - Pus - API 20NE
combination of al., 2020 Septembre | d’Annaba ICU - urine - MALD-TOF
colistin with 2015a Endocrinologie - Sites opératoires | - Antibiogramme
imipenem, Avril 2017 Urologie - Dérivé proteique | - Macrodilution en bouillon
amikacine or purifié (CMI)
ciprofloxacin against (tuberculine) - Test de Hodge
Acinetobacter - Test Imipéneme-EDTA
baumannii and - PCR et PCR en temps réel
P.aeruginosa - Séquencgage
carbapenem-
resistant isolated in
Annaba hospital
Algeria
11. Emergence Of Addouda et | Octobre CHU de BATNA | - Les brulés -Pus - Analyse microscopique

Plasmid Mediated al., 2020 2016 a - Algérie. -ICU - Aspiration - Test oxydase
Colistin Resistance Octobre trachéal - API 20NE
Gene Mcr-1 In 2017 - Cathéter - Antibiogramme
Carbapenem- -Gale - Technique de
Resistant - Les surfaces microdilution (CMI)

P.aeruginosa

- Tests a base de chélateur
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Clinical Isolates
From Algeria: A
New Successful
Resistance
Combination
Toward A
Therapeutic
Impasse?

(CDT)

- Colispot

- Test de Hodge

- Test Carba NP modifié

- Test de synergie a double
disque

-PCR

- Séquencgage

12.

Characterization of
antibiotic resistance
profiles in
Pseudomonas
aeruginosa isolates
from burn patients

Tchakal-
Mesbahi et
al., 2021

Avril 2016
a octobre
2019

I'népital militaire
d'Alger (Algérie).

le Département de
Brdlures

- Ecouvillonnage
de surfaces
brulées

- Test oxydase

- Fermentation du lactose
- API 20E

- Test de synergie double
disque imipéneme-EDTA
- Test de synergie a double
disque

- Extraction d’ADN par
ébullition

-PCR

- ERIC PCR
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1. Isolement

L’isolement de souches hospitaliéres de P. aeruginosa a été réalisé sur différents milieux

sélectifs comme la gélose MacConkey et la gélose au cétrimide.
2. ldentification

L’identification des souches a été réalisée par galeries API 20NE et API 20E et confirmée par
le spectrométre de masse MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization

Time-Of-Flight mass Spectrometry Method).
2.1.  Galerie APl 20NE et APl 20E

Les galeries APl 20E et APl 20 NE sont constituées de 20 microtubes contenant des milieux
et substrats sous forme déshydratée. Les tests conventionnels sont inoculés avec une
suspension bactérienne saline qui reconstitue les milieux. Les réactions produites durant la

période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition

de réactifs (Sefraoui, 2015 ; Ayad, 2017).
2.2. MALDI-TOF

Le spectrométre de masse MALDI-TOF est un spectromeétre utilisant une source
d’ionisation laser assistée par une matrice et un analyseur a temps de vol. La méthode
MALDI-TOF s’applique aux biomolécules fragiles comme les peptides, les protéines, les
glycoprotéines et les oligonucléotides. L’échantillon est mélangé a la matrice et placé sur une

lame. Le dépdt (ou spot) formé est appelé cible.

Une source laser est dirigée sur la cible afin d’ioniser les molécules de I’échantillon. Les
ions sont ensuite détectés en mesurant le temps que mettent les différentes particules a
atteindre le détecteur. La vitesse de chaque particule dépend du rapport masse/charge. Une
fois I’ion arrivé au détecteur, le signal est amplifié et envoye a un ordinateur qui traite les

données et donne les résultats sous forme de spectre (Sefraoui, 2015).
3. Etude de la résistance aux antibiotiques

La sensibilite aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion des disques sur
milieu solide (Antibiogramme), par la méthode de dilution en milieu gélosé Mueller Hinton

(CMI) , par microdilution dans le bouillon Mueller Hinton (CMI) et par Etest (CMI) selon les
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recommandations du Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(CA-SFM) pour les articles 1, 2, 3, 5 et 7; et selon les directives de I’Institut des Standard
Cliniques et de Laboratoire (CLSI) pour les articles 4,6, 9, 10 et 11; et selon les
recommandations du Comité européen de I’antibiogramme (EUCAST) pour les articles 8 et
12.

Les antibiotiques testés dans la majorité des articles analysés sont les suivants : Ticarcilline
(TIC), Ticarcilline/Acide  clavulanique (TCC), Pipéracilline (PRL ou PIP),
Pipéracilline/tazobactam (TAZ), Imipéneme (IMP), Ceftazidime (CAZ ,CDZ), Céfipime
(FEP), Aztréoname (AZT), Ciprofloxacine (CIP), Gentamycine (GEN), Amikacine (AMK),
Tobramycine (TOB) et la Colistine (COL).

D’autres antibiotiques ont été testés seulement dans quelques articles. Il s’agit de
I’ertapénéme (ETP) et méropéneme (MEM) testés dans I’article 12 ; de la fosfomycine (FOS)
testé dans les articles 2, 5 et 8 ; de I’Amoxicilline (AMX), Amoxicilline/Acide clavulanique
(AMC) et Cefoxitine (FOX) dans les articles 5 et 12 ; Levofloxacine (LEV) dans les articles
6, 9 et 12 ; Nitilmycine (NT) dans les articles 7 et 9 ; de la rifampicine (RIF) dans ’article 5 et
enfin le Trimethoprime/Sulfamethoxazole (TMP/SMX), Nitrofurantoine (NFN) et
Tigecycline (TGC) dans I’article 12.

4. Détection phénotypique des [3-lactamases

4.1. Recherche de la production des carbapénémases

4.1.3. Le test de Hodge (HT)

Le test de Hodge est la méthode actuellement recommandée par le CLSI comme méthode
phénotypique de détection de la production de carbapénémases. Elle est basée sur
I'inactivation d’un carbapénéme par une souche productrice de carbapénémase permettant a
une souche contrdle (sensible a I’antibiotique) de prolonger sa croissance vers le disque

contenant I’antibiotique, au long de la strie de 1'inoculum de la souche testée (Vallée, 2015).
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Figure 11: Test de Hodge montrant un résultat positif et négatif (nttps://m.20-
bal.com/law/19378/index.html)

4.1.4. Test Imipénéme-EDTA

La recherche des métallo-B-lactamases (MRLs) a été effectuée sur les souches résistantes a
I’IPM en mettant a profit la faculté de I’ethylene-diamin-tetra-acetic-acid (EDTA), chélateur
bivalent a restaurer ’activité de I’I[PM en chélatant les ions Zn2+ indispensables a 1’activité
de la MBL et la rendant ainsi inactive (Sefraoui, 2015). Deux techniques phénotypiques ont

été réalisées afin de rechercher la présence probable de MRLs:
» Méthode des disques combinés (CDT)

Deux disques d’imipénéme (10ug) sont déposés suffisamment distant sur la méme boite de
Pétri contenant la gélose Mueller Hinton préalablement ensemencée avec la souche a tester,
I’un comme témoin et sur [’autre un volume de 5ul de solution d’EDTA (750pg d’EDTA) est
ajouté. En outre, Sul de la solution d’EDTA est ajouté sur un disque vierge (témoin négatif)

(Figure 12). Les diamétres des zones d’inhibition autour de ces disques sont mesurés et
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comparés apres 18 a 24 h d’incubation a 37 °C. Les souches dont le diamétre d’inhibition
autour du disque IMP-EDTA est supérieur a celui obtenu avec le disque d’IMP seul d’au

moins 6 mm sont considérées comme souches productrices de MBL (Lee et al. 2003).
» Meéthode EDTA-disque synergie (DDST)

Le test de ’EDTA-disque synergie est réalisé en utilisant un disque d’imipénéme (10pg) et un
disque vierge imbibé avec 10 pl de solution d’EDTA (1500pg d’EDTA) distant de 15mm
(bord & bord) (Figure 12). Aprés 18 a 24 h d’incubation a 37 °C, la présence d’une MBL est
détectée par la visualisation d’une image de synergie entre le disque d’imipénéme et celui

d’EDTA (Jeong et al. 2006

Figure 12: A: Test de synergie EDTA-IMP; B: Test des disques combinés (CDT) pour une
souche de P.aeruginosa productrice de MRL (Meradji, 2017)
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4.1.5.Le test Carba NP

Le Carba NP test est une méthode biochimique colorimétrique de détection des
carbapénemases. Ce test met en évidence 1’acidification du milieu grace a un indicateur coloré
lors de I’hydrolyse de I’imipénéme par une carbapénémase. L’indicateur coloré, le rouge de
phénol, vire au jaune lors de I’hydrolyse de I’imipénéme par production d’acide et donc

diminution du pH (Nordman et Poirel, 2015).

|

Figure 13: Test Carba NP: (droite) négatif; (gauche) positif (Dallenne et al., 2015).

4.2.Recherche de la production des BLSE et des céphalosporinases

4.2.1. Test de synergie

Cette technique est utilisée pour la détection phénotypique de la production de B-lactamases a
spectre étendu. Sur gélose Mueller-Hinton, des disques de céphalosporines de 3éme
génération (C3G) et de 4éme génération (C4G) sont placés a 2 cm d’un disque de ticarcilline
+ acide clavulanique (Jarlier et al., 1988). La présence d’une BLSE est caractérisée par la
description d’une image de synergie en « bouchon de champagne » en raison de I’effet

inhibiteur de 1’acide clavulanique (Sirot, 1996).
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Figure 14: Image de synergie signifiant la présence d'une BLSE
(https://m.20-bal.com/law/19378/index.html).TCC : Ticarcilline /Acide clavulanique ; CZD : Ceftazidime.

4.2.2. Test a la cloxacilline

Pour certaines souches de bacille a Gram négatif, il est difficile de distinguer sur
I’antibiogramme habituel 1’hyperproduction de céphalosporinases des B-lactamases a spectre
¢largi (BLSE). En cas d’hyperproduction de céphalosporinases, les diametres autour des
disques de C3G trés diminués peuvent masquer les images de synergies indicatrices de BLSE.
Un antibiogramme sur Mueller-Hinton additionné de la cloxacilline qui inhibe in vitro les
céphalosporinases de la classe C d’Ambler chromosomiques et les céphalosporinases
plasmidiques permet de restaurer l'activité des céphalosporines de troisieme génération et de

confirmer le phénotype céphalosporinase (DeChamps, 2002; Naas, 2003).

5. Détection et identification des génes de résistance aux antibiotiques
5.1.Extraction de I’ADN bactérien : méthode rapide par ébullition

L’extraction d’ADN est réalisée par choc thermique. Une suspension bactérienne en eau pure
est préparée a partir de colonies bactériennes jeunes sur milieu Mueller-Hinton puis
centrifugée. Le culot repris dans 1’eau pure a été porté a ébullition pendant 10 min, puis
refroidi 10 min dans la glace. Aprés une derniere centrifugation le surnageant, contenant

I’ ADN bactérien, a été recueilli et conservé a basse température (Ayad, 2017).
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5.2.Réaction de Polymérase en Chaine (PCR) standard

La PCR (Réaction de Polymérase en Chaine) est une méthode d’amplification génique in
vitro, qui permet de copier en grand nombre une séquence d’ADN connue présente dans un
¢chantillon méme en trés faible quantité. Les réactions d’amplifications des génes codant pour
la résistance aux B-lactamines, aminosides et quinolones sont réalisées avec des couples

d’amorces spécifiques (Ayad, 2017).
5.3.Electrophorése et révélation

Aprés amplification, les produits de PCR obtenus sont mélangés au tampon de charge et
soumis & une migration. Un marqueur de poids moléculaire est déposé dans le gel en méme
temps que les échantillons. Le gel d’électrophorése est coloré dans un bain de bromure

d’éthidium avant révélation sous ultra-violets (Ayad, 2017).
5.4.Séquencage

La technique de séquengage permet la synthése interrompue d’ADN simple brin, a partir
d’une amorce hybridée sur la matrice d’ADN a séquencer. Cette synthése est faite par I’ADN
polymérase en présence des quatre 2’- désoxyribonucléoside-5’-triphosphates (dATP, dCTP,
dGTPet dTTP) et des quatre 2°,3’- didésoxyribonucléoside-5" triphosphates (ddATP¥*,
ddCTP*, ddGTP* ou ddTTP*) marquées chacun par un fluorochrome distinct (Sanger et al.,
1977).

Les séquences nucléotidiques obtenues sont analysées grace aux différents logiciels :
BLAST et ARG-ANNOT.

5.5.Typage moléculaire des souches multirésistantes

Afin de mettre en évidence une éventuelle clonalité entre les souches multirésistantes, quatre
techniques de typage moléculaire ont été réalisées : le typage par ADN polymorphe amplifié
aléatoire (RAPD) pour I’article 1 ; I’électrophorése en champ pulsé pour les articles 4, 6, 9 ; le
typage par séquencage multilocus (MLTS) pour les articles 2, 3, 5, 8, 9.

5.5.1. Typage par ADN polymorphe amplifié aléatoire (RAPD)

Egalement connu sous le nom de réaction en chaine par polymérase a amorcage arbitraire
(AP-PCR), c’est une technique adaptée a la détection rapide du polymorphisme génomique.

La technique est basée sur I'amplification de 'ADN génomique avec une ou plusieurs amorces
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oligonucléotidiques courtes d'une séquence arbitraire ou aléatoire. Le nombre et
I'emplacement de ces sites d'amorces aléatoires varient pour différentes souches d'une espéce
bactérienne. Il résulte donc de la séparation des produits d'amplification par électrophorése
sur gel d'agarose un motif de bandes qui, en théorie, est caractéristique de la souche
bactérienne considérée (Krawczyk et Kur, 2018).

5.5.2. Le typage par séquencage multilocus (MLTS)

La méthode de MLST est basée sur le séquengage des génes de ménage « house keeping
genes » caractéristiques de chaque espece. Le choix de ces genes repose sur leur variabilité
allélique et sur I’absence de répercussions due a la pression de sélection de milieu extérieur et
leur répartition homogéne sur le chromosome. Ce sont pour la plupart, des genes codant des

enzymes du métabolisme intermédiaire (Maiden et al,. 1998).

Au sein d’une méme espéce et pour chaque locus étudié, toute mutation relevée dans la
séquence, définit un nouvel allele ou variant allélique, auquel un numéro arbitraire est
attribué. La combinaison des différents alleles fournit un profil allélique qui définit un type
particulier pour chaque isolat, ou Séquence Type (ST). La combinaison des alleles des

différents génes analysés est unique pour une souche donnée (Maiden, 2006).
5.5.3. Electrophorése en champ pulsé (ECP)

L’ECP permet de séparer et d’analyser des fragments d’ADN de grande taille (> 20 kilobases)
obtenus apres coupure par des endonucléases ayant peu de sites de restriction sur I’ADN. Le
génome total de la ou des bactéries étudiées est ainsi coupé en un nombre limité de fragments
de restriction de grande taille. Le principe de I’ECP consiste a soumettre les fragments
d’ADN obtenus a des champs électriques alternés. A chaque modification du champ
électrique, les molécules doivent se réorienter parallelement au nouveau champ afin de
pouvoir pénétrer puis migrer dans la matrice du gel d’électrophorese. La commutation d’un
champ électrique a 1’autre est appelée “pulse”. Afin d’obtenir une meilleure résolution, des
pulses longs sont appliqués pour séparer les fragments d’ADN de grande taille et des pulses

courts pour séparer ceux de plus petite taille (Marchandin et al., 2002).

47



RESULTATS ET
DISCUSSION




Résultats et discussion

1. Souches identifiées

Le nombre des souches de P.aeruginosa isolées different selon les hopitaux étudiés (Tableau
7), cela est probablement du au nombre et au type de prélevements effectués. De plus ces
variations peuvent étre expliquées par 1’influence du temps (durée plus ou moins longue de
I’étude), de la géographie et le lieu de 1’étude (un seul service ou tout un établissement de
soin)(Ablavi, 2016).

Tableau 7:Nombre des souches hospitalieres de P.aeruginosa isolées en Algérie

Articles Lieu d’étude N° de souches
identifiées
1. Drissi etal., 2008 CHU de Tlemeen 199
. 3 CHU (Tlemcen ; Oran ; Sidi Bel 89
2. Sefraoui et al., 2014 abbes)
" 3 Hopitaux d’Annaba (Ibn Sina, Dorban | 80
3. Merdjietal., 2015 et Ibn Rochd)
4. Meradji et al., 2016 Hopital Ibn Sina (Annaba) 30
5. Mellouk et Meradiji, Hopital de Skikda 70
2017
6. Bourafaetal., 2018 Hopital d"Annaba o
7. Merradi et al., 2019 CHU de Batna 188
8. Meliani et al., 2020 Hopital d”Annaba 39
9. Tchakal-Mesbahi et al., Hopital Militaire d’Alger 47
2021
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2. Résistance aux antibiotiques chez P.aeruginosa en milieu hospitalier en
Algérie
2.1. Resistance aux B-lactamines

Differents taux de résistance ont été notés pour les R-lactamines dans les difféerents

établissements étudiés dans les articles analysés (Figures 15, 16 et 17).
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Figure 15: Taux de résistance a la ticarcilline et ticarcilline/acide clavulanique chez les
souches hospitalieres de P.aeruginosa en Algérie.@CHU de Tlemcen, @CHU d’Oran, @ CHU de Sidi
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Figure 16: Taux de résistance a la ceftazidime chez les souches hospitaliéres de P.aeruginosa
en Algérie.
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Figure 17: Taux de résistance a I'imipénéme chez les souches hospitalieres de P.aeruginosa
en Algérie.

Au sein de la famille des R-lactamines, la ticarcilline/acide clavulanique (TCC) est
I’antibiotique vis-a-vis duquel le P.aeruginosa a développé plus de résistance dans les
différents établissements étudiés. En effet, des taux de résistance trés éleves ont été notés aux
hopitaux de Guelma 100%, au CHU d’Annaba 100% , ’h6pital de Skikda 93%, aux CHU de
nord-ouest algérien 69% et aux hopitaux d’Annaba 62% (Bouguenoun et al., 2016 ; Touati
et al., 2013 ;Mellouk et Meradji, 2017 ; Sefraoui et al., 2014 ; Meradji et al., 2015;
Meradji et al., 2016 ; Bourafa et al., 2018 ; Meliani et al., 2020). Des taux d’isolement
important de P. aeruginosa résistante au TCC ont été également obtenus en Iran 94%
(Bazghandi et al., 2021).

Par ailleurs, les taux de résistance les plus faiblesont été enregistrés au niveau de CHU de
Batna et CHU de Tlemcen, 43% et 40% respectivement (Merradi et al., 2019 ; Addouda et
al., 2020 ; Drissi et al., 2008). Nos resultats sont largement supérieurs que ceux rapportées en
Libye (5%) (Mathlouthi et al., 2015).

Concernant la ticarcilline, les taux de résistance étaient nettement plus élevés a Annaba avec
des valeurs comprises entre 73% et 100%, et a Skikda (57%) (Touati et al., 2013 ; Meradji
et al., 2015 ; Meradji et al., 2016 ; Bourafa et al., 2018 ; Melianiet al., 2020 ;Mellouk et
Meradji, 2017).Ces taux de résistance éleves peuvent étre expliquéspar une utilisation
abusive de cet antibiotique dans ces éetablissements (Benrabah et Mechri, 2020).
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D’autre part, des taux de résistance moyens vis-a-vis de la ticarcilline ont été notés aux
CHUsdu nord-ouest algérien, au CHU de Tlemcen, au CHU de Batna avec des pourcentages
de 46%, 44% et 36% respectivement (Sefraoui et al., 2014 ; Drissi et al., 2008 ; Merradi et
al., 2019 ; Addouda et al., 2020). Ces résultats sont supérieurs a ceux rapportées au Maroc
32,6%(Frikh et al 2007), en Tunisie 26,2% (Ben Abdallah et al 2008) et en Iran 27% (Goli
et al 2016)

Pour la ceftazidime, 100% des souches cliniques de P.aeruginosa étaient résistantes a
I’hopital militaire d’Alger et au CHU de Annaba (Tchakal-Mesbahi et al., 2021 ; Touati et
al., 2013), 66%aux hopitaux d’Annaba et 64% a I’hopital de Skikda (Meradjiet al., 2015 ;
Meradji et al., 2016 ; Bourafa et al., 2018 ; Meliani et al., 2020 ; Mellouk et Meradji,
2017). Cela est probablement due a une surproduction de la céphalosporinase AmpC naturelle
chez cette espece (Mérens et al., 2011). Cependant, des taux de résistance moyens a cet
antibiotique ont été trouvés aux CHUs du nord-ouest algérien (35%) et aux hoépitaux de
Guelma (29%) (Sefraoui et al., 2014 ; Bouguenoun et al., 2016). Ces résultats sont proches
que ceux rapportées en Libye 34% et en Tunisie 35% (Mathlouthi et al., 2015 ; Zoghlami et
al., 2012).

Les taux de résistance les plus faiblesa la ceftazidime ont été détectés au CHU de Tlemcen
12% et au CHU de Batna 15% (Drissi et al., 2008 ; Merradi et al., 2019 ; Addouda et al.,

2020), ce qui concordent bien avec des résultats obtenus au Maroc 18% (Frikh et al., 2017).

Pour la classe des carbapénéme, les taux de résistance étaient les suivants : 100% a I’hopital
Militaire d’Alger et aux hopitaux de Guelma, 83% aux hopitaux d’Annaba, 46% a I’hopital
de Skikda, 39% aux CHUs du nord-ouest algérien et 35% au CHU de Tlemcen et 26%au
CHU de Batna

La résistance aux carbapénémes chez les souches étudiées est principalement liée a deux
mécanismes. Le premier c’est les mutations dans le géne oprD codant la protéine D2
responsable de la pénétration des Carbapénémes a l'intérieur de la bactérie. En effet, cing
études ont rapporté la dominance de ce mécanisme parmi les souches de P. aeruginosa
hospitaliere résistante aux carbapénémes en Algerie : 100% a Annaba (Bourafa et al., 2018)
et a Guelma (Bouguenoun et al., 2016), 94,28% aux CHUs du Nord-Ouest algérien
(Sefraoui et al., 2014), 41% au CHU de Batna (Addouda et al., 2020) et 35% au CHU de
Tlemcen (Drissi et al., 2008). Le deuxiéme mécanise c’est la production de carbapénémases

appartenant au classe B d’Ambler avec 100% de souches productrices a 1’hopital militaire
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d’Alger (Tchakel-Mesbahi et al., 2021), 82.35% au CHU d’Annaba (Touati et al., 2013),
46,6 a 75% aux hopitaux d’Annaba (Meradji et al., 2016 ; Meliani et al., 2020), 66.6% au
CHU de Batna (Merradi et al., 2019) et 5.72% aux CHUs du Nord-Ouest algérien (Sefraoui
etal., 2014).

2.2. Résistance aux aminosides

Pour les aminosides, les taux de résistance étaient différents en fonction des CHU étudiés
(Figure 18).
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Figure 18: Taux de résistance a la gentamycine et a I'amikacine chez les souches hospitalieres
de P.aeruginosa en Algérie.

Les taux de résistance notés pour la gentamicine sont les suivants : 94% a 1’hopital militaire
d’Alger (Tchakal-Mesbahi et al., 2021), 65% au CHU d’Annaba (Touati et al., 2013), 57%
a I’hopital de Skikda (Mellouk et Meradji, 2017), 54% aux hopitaux d’Annaba (Meradji et
al., 2015 ; Meradji et al., 2016 ; Bourafa et al., 2018 ; Meliani et al., 2020), 43% aux
hopitaux de Guelma (Bouguenoun et al., 2016) et 39% au CHU de Tlemcen (Drissi et al.,
2008).

Les taux de résistance a I’amikacine sont les suivants : 81% a I’hdopital militaire d’Alger
(Tchakal-Mesbahi et al., 2021), 28% aux hopitaux d’Annaba (Meradji et al., 2015;
Meradji et al., 2016 ; Bourafa et al., 2018 ; Meliani et al., 2020), 26% a I’hopital de Skikda

53



Résultats et discussion

(Mellouk et Meradji, 2017), 17% au CHU de Tlemcen (Drissi et al., 2008) et une sensibilité

totale a été constatée aux hopitauxde Guelma (Bouguenoun et al., 2016).

Les résultats cités ci-dessus (Figure 18) montrent que la résistance de P. aeruginosa a la
gentamycine est plus importante qu’a 1’amikacine dans la plupart des études réalisées dans les
hopitaux algériens ce qui est forcément lié a une utilisation massive de la gentamycine dans

ces établissements.
2.3. Resistance aux quinolones

Pour la famille des quinolones, les taux de résistance des souches de P.aeruginosa a la

ciprofloxacine dans les hépitaux algériens sont présentés dans la figure suivante (Figure 19).
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Figure 19: Taux de résistance a la ciprofloxacine chez les souches hospitalieres de
P.aeruginosa en Algérie.

Des taux de résistance élevés ont été trouvés a 1’hopital militaire d’Alger 83% (Tchakal-
Mesbahi et al., 2021), aux hépitaux de Guelma 57% (Bouguenoun et al., 2016) et aux
hopitaux d’Annaba 54% (Meradji et al., 2015 ; Meradji et al., 2016 ; Bourafa et al., 2018 ;
Meliani et al., 2020). Des taux moyens ont été détectés aux CHU de nord-ouest algérien 38%
(Sefraoui et al., 2014), a I’hopital de Skikda 33% (Mellouk et Meradji., 2017) et au CHU
d’Annaba 29% (Touati et al., 2013). En revanche, les taux les plus faibles ont été signalés au
CHU de Tlemcen 3% (Drissi et al., 2008) et au CHU de Batna 2% (Merradi et al 2019 ;
Addouda et al., 2020).
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2.4. Résistance a la colistine

Contrairement aux antibiotiques testés précédemment, la colistine reste la molécule la plus
active contre les souches P.aeruginosa en milieu hospitalier en Algérie et la résistance a cet
agent antimicrobien reste marginale et classiquement faible. En effet, dans 7 études parmi les
12 articles analysés, 100% de souches hospitalieres de P. aeruginosa étaient sensibles a la
colistine. Cette situation observée en Algérie était également observé dans d'autres régions
dans le monde, Maroc (Frikh et al., 2017), Tunisie (Ben Abdallah et al.,2008) et Libye
(Mathlouthi et al., 2015).

les souches de P.aeruginosa résistantes a la colistine n’ont été détectées qu’au CHU de Batna
(27 souches) et aux hopitaux d’Annaba (29 souches) (Merradi et al., 2019 ; Addouda et al.,
2020 ; Meradji et al., 2015 ; Meradji et al., 2016).

Les différences en taux de résistance aux antibiotiques notées dans les hopitaux algériens sont
forcément dues aux différentes stratégies  d’utilisation des antibiotiques dans ces
établissements. En effet, le niveau de résistance aux antibiotiques reflete toujours les

habitudes de prescriptionde ces molécules dans un établissement donné.
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Conclusion

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne opportuniste responsable
essentiellement d’infections nosocomiales. Cette espéce manifeste vis-a- vis des
antibiotiques un pouvoird’adaptation de plus en plus grand qui aboutit & des problémes

thérapeutiques souvent aigus.

Dans cette étude les 12 articles, traitant la problématique de la résistance aux antibiotiques de
P.aeruginosadans les hopitaux algériens, ont été analyses. Leurs résultats montrentdes taux de
résistance considérablement élevés vis-a-vis des B-lactamines, des aminosides et des
quinolones qui perdent leurs place dans I’arsenal thérapeutique contre P.aeruginosa. Par

ailleurs, la colistine garde une tres bonne activité contre les souches étudiées.

Plusieurs génes de résistance aux [-lactamines ont été décrits chez P.aeruginosa dans les
hopitaux algériens. 1l s’agit des génes codant les pénicillinases OXA-10, TEM-110 et le PSE-
1, les B-lactamases a spectre étendu SHV-2, TEM, CTX-M2 et PER et les carbapénémases de
type VIM-2 et VIM-4. Cette étude révele que la présence d’inactivation par mutation du géne
oprD est le principal mécanisme de résistance aux carbapénémes chez P. aeruginosa, suivi

par 1’acquisition demétallo-B-lactamases.

Les résultats des articles analysés montrent également la détection d’autres genes de
résistance aux antibiotiques. Il s’agit des génes codant la résistance aux aminosides par
inactivation enzymatiques (aacA4, aac(3’) , aac6-Ib , aadB, aadA,aadAl, aadA7 et aadAl3)
ou par modification de leur cible (rmtB) ; et de gene de résistance a la colistine (mcr-1). Les
génes rmtBet mcr-1sont rarement détectés chez les souches étudiées, on rapporte ici leur

unique et premiére description chez P.aeruginosa en milieu hospitalier en Algérie.

Enfin, cette étude attire I’attention sur le risque d’émergence des souches cliniques de
P.aeruginosa résistantes a de multiples antibiotiques incluant les B-lactamines, les aminosides
et les quinolones qui représente un probleme mondial de la sante et souligne la nécessité de la
mise en place d’un systéeme de surveillance de 1’environnement hospitalieretl’application

stricte des mésures d’hygiéne dans les hopitaux algériens.

Pour pouvoir maitriser la problématique de la multirésistance et le risque de I’émergence de

laRésistance de P. aeruginosa aux antibiotiques, différentes approches sont suggérées:
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v

Une meilleure compréhension des mécanismes d’acquisition des résistances aux
antibiotiques afin de pouvoir identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

La constitution des comités au sein de différents établissements de santé chargés des
programmes pour le contréle des infections nosocomiales s’avére ainsi une priorité
indispensable.

La nécessité de fournir des données épidémiologiques sur les souches cliniques et
établir des études plus profonde sur la dissémination des souches environnementales

diffusées en milieu hospitalier.
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ver the last decade, the increase of carbapenem resistance in
Perudomonas aeruginosa has been due mostly to imperme-
ahility because of OprD loss and the production of metalla-B-
luctamasss {MEL), i:|1c|l.||:1ingdm¢ of the IMP, VIM, SPM, GIM,
SIM, AIM-1, FIM-1, and ND3 families [1-4); also, active efflux
and serine carbapenemases may contribute to carbapenem resis-
tance in P. aeruginesa in some cases. VIM-1 was reported in the
Mediterranean area in 1997 in a clinical isolate of P. asrugirosa in
Verona, Ialy (5}, and in a dlinical isolate of Peadomonas mossefii
isolated in 1994 in Genoa, Ialy (6). A VIM-2 variant appeared in
Marseille, France, in 1996 (7). VIM-2 has now spread as the pre-
dominant MEL variant among P. aeniginesa in all European Med-
iterranean countries (1), but in MNorth Africa, the presence of
VIM-2 has been reported only recently in Tumisia (2, 8, ). Here
we report the first molecular characterization of ¥1M-2-produc-
ing F. aerugimosa clinical isolates from Algeria that harbored a
novel class 1 integron that also contained two gene cassettes en-
coding resistance to amimoglycosides (and & and aacA4).
A total of 17 nonreplicate imipenem-resisiant F. asruginosa
climical isolates {imipenem MIC, =8 pgiml, as determined by the
Etest] recovered from December 2010 to Septemnber 2011 in a

surgical intensive care unit at the University Hospital of Annaba,
Algeria, were screened by PCR for the presence of MEBL-encoding
genes using primers previously described (10-12). Antibiotic
susceptibility testing was performed using disk diffusion with the
breakpoints and according to the guidelines of the Antibiogram
Committee of the French Society for Microbiology (CA-5FM)
| www. shm-microbiologie.org), and results are sammarized in Ta-
kle 1. An imipenem-EI¥TA synergy test (13) was positive for 14
outof 17 strains that were PCR positive for VIM-21 carbapenemase
using the universal primers VIM-all-F (5 -TGGTCTACATGACC
GCGTCT-3') and VIM-all-R (3 -COACTGAGOCATTTGTCT
G-5'), with an expected PCR size of 766 bp. The characterization
of class | integrons reported previously (1 1) showed a novel class 1
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TABLE 1 Preenotypic amd genotyplc features of the 17 tmipenem-resistant P. semmgimosa dincal teolates®

IMP MIC !

Daie of isodation  Fabient VIM-2 Sequence

Strain {daymoiyr) age Sex  Somroe (pgmll TIC TOC TAP CAZ GEN CIF FOS (0L producton  bype
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] IX32001 3w M Urinayctheter 32 R E R i & 5 E 5 + 5T1420
El 1B 2000 £ M Urine 1z R R R ] 5 5 E 5 + 5T1420
1] 25052011 Ty M Pus & R R R B B 5 B B + ST14Z0
Il Iame20l dE T M Urine & R R R B 5 R 5 B + ST14Z0
1 2200 4 F Bronchial sspiraie 32 R R R B B 5 5 B ST1ITS
kg Tl 40 ¥T M Bronchial spirate 32 R 4 R ] s 5 E 5 5T1420
L} 1B a0l 1 T M wound 16 R 4 R ] B 5 5 5 + 5T1420
I5 ITinaol yT M wound 1z R E R i 5 5 E 5 + 5T1420
16 120k 1oy M Urine & R R R ] 1 R E 5 5Tas
17 7ol 4597 M wound 1z R R R ] 1 5 5 5 + 5T1420

*CAY, ool dimme; CIF, cpsofloascs; (01, coltin; FDS, fadonmycs: GEN, pentsemicin TOC, Soxrcllincionoles scd; TIC, Sorclbn; TEF, mperscilin embscten; M, male

F. femuak; . ervistat. 5, mnzcptizle MFa were deicrminad by the Bt

¥ Contsina 0G4 In TG mtation, leading b 1 siog codon in the sprl gene
* Exhibit 8 o7y TGIGA-to T A ebesion, leadfing to.a ssop coden in the gl gere.
“Coniaine g, TOG-to-TAG mustation, keading in . siop coddon in the sl gene
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Annexe 3: Molecular Epidemiology of Carbapenem Resistant Pseudomonas aeruginosa
Clinical Strains Isolated from Western Algeria between 2009 and 2012
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Molecular Epidemiology of Carbapenem-Resistant
Pseudomonas aeruginosa Clinical Strains |solated
from Western Algeria Between 2009 and 2012

Imana Sefraoui™ Meryem Barrazag ! Mouwrsd Dirissi® and Jean-Marc Rolsin'

Irdechions consed ]:w [+ ﬂ:\.!'PE:I'H’II.—rErI‘rt‘!I‘I‘t P eid comoines T o Strairs repn:vurrt A maAr ﬂﬂu’apeu‘hc and
epidemialogical 'p'n::l]:!h'nl. The aim of this study was to chamcterize carbapenem resigance in 89 clinkcal strins of
P. aerugimosa isolated from three hospitals in western Algeria between October 2009 and November 2012
Mo u'l]'u]:!rbc:lrv corcertmatons (MICs) of o muperenl. were debermired :I:ur the Etest™ method. "'s-r.m-u'urqq forr
metallo-frlactamasze (MPL) was pedormed wing Etest MBL strips, and a PCR was conducted to detect carba-
penemaseencoding genes. The amplification of the aprlD) gene followed by a sequencing neaction uauperf-::lmwd
for all srams messctant bo 1 |:|'.||.|:Pu1=n|. The n'.]-:mhl:v af53 P QETigOsa strairs was demornstrabed u-a:ng v doeuas
sequence typing (MLST). Among the 89 isolates, 35 (3933%) were found to be mastant to IMP {MICs zlapugS
mlh The Wayp, . gere wa detected in two grams. The memaining imipenem-resigant solaes showed the
prosience (JFﬂwUnLﬂfﬂ'ﬁ(m. The MLST ama |.lmi.'|-d.if'|:u'u1ﬁ.:rbad stminsg b varous clomnes and the strairs from the
same clone had an identical sequence of the oprD) gene. We report the second detection in 2000 of Maypga in
Algerian P. gerugowsa straing. We ako found that oprD) mutabions wen the major determirant of high-level
i:r.||.i:F|er|en|. s stance. We demorstrate that these r:lp'rU miutators can be used as a tool to :dud_v the n'.']-:mlit_v m

P. aeniginos isolates.

Inro dudclion

Pﬁmwm‘.u AERIRINGSA 15 A nosacomial pathogen
that @uses infecions with 2 Hgh mortality me”™ The
treatment of these indections is often difficult because of the
natural and acquired mesistanae: of this arganism to several
anthiotics, mriculardly frladam antbiotis. Among the
maechanizms of acquined resstance o imdpenem, (Jass B
metallo-frlacamases  (MALs) nduce nsistance to all
fHactams exarpt armtreomam. Soveral types of Mils hawve
bom described worldwide in P souginsa isolaies (TP,
VIM, SPM, G, SD, ATM, FIM, and NDM).™ OF the MfLs,
VIM types ane the most frequent, with countries waorldwide
reparting their presence ™ Closdy to Algeria, the VIM types
have bom identified in erbeapenem-resistant isolaies of
P. prugmma in the Mediterranean basin from Fumopmn
countries (Taly, ™ Frane ! Greece, Spain, W * % Cma
2™ and Turkey’ ™) and from African muntries {Tumi
5ia ™" Kermra ™ and South Afrie') Recently, we have
reparied the first moleoular chamacterization of VIN-2-pro

ducing P. mougmess dinical isolates from an mbtensive cane
unit at the University Hospital of Amnaba, Algeria, ™ but no
MPLs hawe been identifisd in western Algeria for P aerugs
nosr strams to date.

In the absence of aoquined carbapenomases, mrtational
inactivation of gorl) is the main mechanism of catbapenem
resistnee. The outer membrane protein OprD) regulstes the
entry of carha peners. ' The loss of OprD function has been
shown to play a2 major ol in the arql.u'md. 'rﬁ-'crm n
imipenem, with a lesser extent to meropenem.

Epidemmiologiel typing & weful in d.r’rnrmmg the e
latedness of nosommial pathogens Many schemes for the
maokecular typing of P serugimr hanvre bemn developed, i
chuding pulsed-ficld gel clectrophanesis {FFGE), ribotyping.
PCR-basad fingerprinting, and multlocus sequena: typing
{MLST). ™3

In this study, we evahaie the catbapenemn nesistance m
P. aougmosz from wosiem Algeria, we dosoibe the in
activating mutations of gorD), and we report the emergenae of
the VIM-2 ereryme. We also dicterm ine the donal nelationshi ps

' Aln-Mas el Lniversid, Unis de Rochasche en Malad i Indoctimeos of Topicaks Emergentes | LRMITE), UME3, CNRS TI8, IRD 19,
I 1065, H U Midiorrarnde Inkxion, Faculé de Médacine o de Pharmacis, Marselks, France.

“Labairatnine A Shicdiques, AnSlangiques phys ooech ine, Synihise o AcBvitd ol ogique | LAPSAH), Facu i des Seienves de L Matureof
del Vie d Sdence dela Tewe edde Flnivers, Universis Abou Beler Befkaid Temncen, Thenom, Algiei.
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Annexe 4: Epidemiology of carbapenem non-susceptible Pseudomonas aeruginosa isolates in
Eastern Algeria
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Abstract

Backar oiind: Cadyapeenr mrtance aroeg Paaelamand detidgindd hal badone & sedous Behmatanmg padisnm
due tethe ried therapeutic oftions. In s sudy, we invesigated the peevdence md e rraeoular epidenmiciogy o
cariagenesn resklan Fuaalomonds deudinasd (ORPA) Baded Bom thee hosds n Amaba dly, Algeria

Metheodi: During the study pedod { ey, 2012 o Decembes, 2013), al patents mscted by P detigino e wes
conddensd & e porntial sudy populstion. Anbiotic susceptibiity eating wes perfoemad a8 recomimended
by thee L5 Scmeening of carbapenamase producer Bolates was perfonmed by using mipenem-EDTA doulble-dis:
sy et and rrodified Hodge ted. ORP A Bolates were testad for the pesance of genss endoding P-lsc s,
i redisted quinchons ressande, aminogiyootide ressence and dss | negrons were e Bgaed by POR and
secpuencing. The chonal elstednes among ORPA Bolses wed ahied by pubed-Bel gel decrophoress method The
clinical das wena coléctad o denilly fk bons for 0APA casiage of P devuginoss infection,

Results: The ovesall peevaience of CAPA wes 1875 % The sk facioes for casying CAPA wess the bangth of hodpital stay
=004, confectons with Sophocodrs duews (=001}, and the use of usnary caheter (= 0031 The n-hosgis
i ity rale AN ciie paliend wad 1333 % oomypanad with 1.53 % for conod paients jp =009 Al CRPA Eoldes
weE mutidieg reEEce and the moil afecive antibeotie sgamst CAPA Bolates wad amllecnn and coletin.
PFGE revasled an epidenmic donal disemina ion o CAPA Bolaes None of 0P A Bolated were found 1o be
carbapen e e-pasducens, The blde.y | and add 3V gene was detected in twvo and Bee stramns respectively. The
clas 1 ntagrons were deteced in 2 Bolstes with he presence of andd7 gens catsanta in these mlagron.
Concllusion: The andeémic cdlonal dissemnation and rmultidng resstance o CRPA Bodatés in our nstitution B
highly alarrming. Strict measure will be neguired 1o controd the funher spresd of these pathogens in hosgpital
el

Keywonds: Fusidimondt detidginodd, Prévalence, Ak facon, Calupeanam siEiance

Background

Praidmmonas asuginosa is one of the mgor opportunistic
and nosommial pathogen that uses many sewere and
afien. fatal infections. especially in immu i
pabients or those with underdying diseases [1]. Mulidmug
mesistant P. aeruginga isnlates have been detecied in hospi
tals worldwide and associated with inoreased mortality and

* Cre el ence rcharmm s mncun Seenlaurama
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msts due to proknged hospialzation, need of surgery. and
pralonged treatment with antibiotics [2]. Increasing resist

ance in P asuginosa isolaies complictes the selection of
adequate empirical therapy in sevens infsoions. Carhapen

ems are potent broad spectrum folactam anthiotios, and
one of the few remaining agents that have relishle acthity
against P. aouginosa | 1-3] Howeover, increased prewalence
of resistnee to carbapenems among these organisms
has bemn noted [2]. Besistance against carhapensms by
P. arruginosa may aoour through different mechanisms
inchiding: loss of the outer membrane porin OprD

© TS Merad| s ol This b en Opn Aocen artid e di ribubed under e e of He Cresitee ComrmmAlrbaution Leme
(gt o Mg cem st WAL which pei unresric e L, detriaution, and sremcction n ey medium
prowvidked e origind weork i prope©y cred ied. Thes C st Commom Public Ciormain Ciedl o on vl wer (s
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Annexe 5: Molecular epidemiology of environmental and clinical carbapenemase-producing
Gram-negative bacilli from hospitals in Guelma, Algeria: Multiple genetic lineages and first
report of OXA-48 in Enterobacter cloacae
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Molecular epidemiology of environmental and clinical
carbapenemase-producing Gram-negative bacilli from hospitals in
Guelma, Algeria: Multiple genetic lineages and first report of OXA-48 in
Enterobacter cloacae
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This smud y was designed m e sTigare evinonmental codonisaion in Algerian hospima ks by © arhap enem-
resl SonT Gram-n agaries hac il (GCNE) induding molsoalar charamenision of rher moimance, and o
e 2 Coim para T modeoular an ks berseen ol nical and ersinn menm ] sorains. CNB solred from
hecepiral inad pamienrs and She hosp i@l e sinonm e were idenf ad s ing miorabiclogical meshods and
mami-assised Laser desonpricnfond sarkon rime-of 4ighr mass speomomenny ( MALDE-TOF) M5 ) Ao b

Ky weord = omlc susnepribliy wring was pefomed by disk diffusion and Bresr methods. Carbap snemass- and
i“'-""-“"*“’b‘-'.' et dad-specrrum. (B aramase (ESEL-ancoding, genes wene seanched for using POR and sequencing.
FEINERC W

Danaliny of the erwimnm engl and clinical £ was 26 sed by mulniloon 5 seguen Ging Tyjping [ MLST )
A roml of 33 carbapensm -esiarant CNE were Badasd, induding 16 (295 ) of 55 multkdreg-resisrant
(MR} CMB #rom olingcal speoimerns and 16 (53X of 33 MDECMNE from manimae surfioes. OF shie
37 carbapenem-resiarant kolaws, 14 produced a carhapenem ee. The bdfo - fo0e was detered bothin
alinkcal and sudace olawes of Mebeislly possesiiye (8= 3 ) and Exsrodar o clarae (e=2 ) Oinkcal and
surface molaws of Aceersbaoer boumasll were found D produce S carbaperemazes MDM-1
(7 isdares) and A3 (2 Bolmwes) MUST revealed donal diversity and 2 mlagonship bersesn
emimarimen gl and o nical 5 Tains wim idenmical sequence Types. Here we nepor & e firsy d esc spoon of
am (A48 -producng E cbacae | solme in Algesa. We ako highlight S imporrant roke of nanimarne
surtaces in e spead of carbapen sm-sesirant baoreria and rhe emergence of nosacomial indeomions.
& 31006 Inrernasenal Socdeny for Chemotherapy o Infecson and Cancer Publiched by Eleavier lrd A0
sghrs resareed.

Homzdal ey oam=emd
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1. troduction

The spresd of 3 nosocomial outhreak ofien originates in oo
contmination, and the mest ommon mears of pthogen
tran=mission amurs between the hamds of healthcare professio
nalk, hospital equipment and patients [1.2). Many of these
nasommial infections ae @used by drug-resistant baderia [3)],
witham increasing predominance of Gram-negative organismes | 4]
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Carbapenemresistance in Gram-negative badll (GNB) has now
bemme a major concern workdwide. It can arise through non
enzymatic mechanisme suwch as alteration of outer membrans
prot=ins andfor through the aouisibon of resistance genes
encoding [f-lactamases emrymes, including Ambler dass A, Ambler
class B {metall o-fi-lactamases) and Amibler class D {oxcacillimases)
|5]- Mareover, carbapenem &es are now an inoexsing conaem far
glohal health care owing to their asodation with ressamos to
B-lactam antibiotics and other cheses of antibiotics. Thas, they
reduce the possibility of treating mfsctons camed by multidrug
resisant (MDR) Gram -negative sitraims [6]




Annexe 6: Epidemiology and virulence of VIM-4 metallo-beta-lactamase-producing
Pseudomonas aeruginosa isolated from burn patients in eastern Algeria
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Annexe 7: Phenotypic detection methods of metallo-p-lactamases -producing Pseudomonas
aeruginosa strains isolated in urology ward from Skikda hospital Algeria

academic]ournals

Wil 12[2], pp. 36-45, 14 Jarnuwary, 2018

DOl 10.589 7/ AJMRZON 7 BT 64

Arficke Humber: EFSCDFF35508

B3N 19950808

Capyright @ 2018

Aurtheoris) refain the copyright of this arficks
3 fenanw ocodemicjouwnal AR

African Journal of Microbiclogy Research

Full Length Research Paper

Phenotypic detection methods of metallo-B-lactamases
-producing Pseudomonas aeruginosa strains isolated
in urology ward from Skikda hospital Algeria
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Laboratory of Biechemistry and Applied Microbiology, Depariment of Biochemistry, Bady Mokhtar-Annaba
University, Algeria.

Recetved 16 Novemiber, 2017; Accepied 39 Decemiber, 2017

Acquired metallo-g-lactamases (MBL) are emerging determinants of resistance in Pseudomonas
aeruginosa . The objectives of this study were to phenotypically detect MBEL in P. aeruginosa collected
in urology ward from Skikda hospital Algeria. A total of seventeen P. aeruginosa isolates were identified
using APl 20ME and matrix-assisted laser desorptionfionization time-of-flight mass spectrometry
{MALD-TOFMS). Antibiotic susceptibility was performed using disk diffusion method on Muller-Hinton
agar. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of imipenem were determined by Etest method.
Positively screened isolates were further subjected to four different methods phenotypic; Modified
Hodge test (MHT), Imipenem-EDTA combined disk test (CDT), Imipenem-EDTA double-disk synergy test
{DDST) and new bicchemical method Modified Carba NP test (MCNP). Out of 32 (43.71%) isolates were
resistant to imipenem; 20 (§2,5%) isolates were MBL producing, 5 [15.62%) were carbapenemase class
A or D producing, and T [21.87%) isolates were detected as negative test. Rapid detection of MBL-
producing P. aeruginosa may help inappropriate antimicrobial therapy and avoid the development and
dissemination of these strains. Thus far, the validation of a simple and accurate MBL detection method
such as CDT, DDST and MCHNP test, can be easily incorporated into the daily routine of a clinical
lab-oratory.

Key words: Phenotypic detection, Pseudomonas aemuginesa. Metallo-B-lactamases.

INTRODUCTION

Pseudomonas seruginosa is @ well-known solate in In recent years, Algeria has been considered among the

hospital settings, and has been frequently associated
with nosocomial outbreaks among susceptible patients
(Paterson, 2008). Owing to its persistence in the hospital
environment. as a swnvival strategy an amay of multidreg
resistance mechanisms are often seen in such hospital
isolates (Walsh et al_, 2005).

couniries that reported high rates of antimicrobial
resistance in FP. aeruginosa. For this, carbapenems
antibiotics are among the best choices for the treatment
of infections caused by multi-drug-resistant P. aeruginosa
isolates in our hospital and another region in the worlkd
especially with imipenem and ceftazidim, which are
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Annexe 8: Molecular characterization of carbapenem-resistantGram-negative bacilli

clinical isolates in Algeria.
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Ohjactives: The aims of this study were in imvestigate e cocurence of carbapenem-resistnt
Gram-negative bacilli ((GNE) isolated from inpatients and cutpatients in Algena between Fuly
aned SBepiember 2015, and o screen ther rs mechanizms and genetic relabsd
Matorials and methods: A iotal of 6B non-redundast isolates wers identified wsing matrix-
assisted haser desorption/fionization Sme-of-fight (MALDI-TOF) antibiotic sesceptibility testing
was performed using disk diffision and Etest methods. Carbapenemass activity was carnied oot
using modified Carba NP test, EDTA asszy, and the modified Hodge test. Molecalar characizs-
tratiom of carbapsnemases and eviended-spectrum f-lactmass (ESBEL) genes were deiected
by standard PCR and ssquencing. Gemotyping of carbapenem-resistant isolates was performed
by multilogus sequence typing (MLET) anakyss.

Rasuless OF the 68 GMB isolates, 13 {19%%) showed reduced sesceptibility to carbapenems,
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luding, four Klebsislla; ome Excherickis coll, siv dcinetobacier bawmaresdl, and
two Preudomonay seruginosa bla_ | pene was detected in the five Enterobecieriaceas isolates,
and bl ., wes identified im all 4. bormanesr sodates. Oprl) mutations were: revealed in the
two F aerugincsa isclates. A total of 11 outof the 13 carbapenem-resistant GMB were delected
n ingatients, and the two remaining srins were iscolted from outpatients. Molecular typing
shorwed the presence of four sequence types [ 5Ts) among the (XA -4B-prodecing £ pecumonioe
molates: STIO1, ST147, ST163, and ST2017, T332 was identifed for the 0N A48 producing
E iolf isolate. All of the 4. bavmmni and ¥ serupinoss were assigned o the intemational
clomal kineages ST2 and STES4, respectresh:
Conchusion: This study reports the St detection of the epidemic muoltidreg-resistant lineage,
& pnesmonige 5T147 coproduced g, _ and ESBL genes im Algeria and represents the first
description of OXA-4% producing £ coll T332 and K pnesmonioe ST163 and ST2017. In
addition, this stady describes for the first time the emergence of OXA-48-produsing E ool
and K. | ame in the o ity in Algeria, leading i major problems for managing
miacrobial infections.
Maywonds: ram-negative bacilli, cathapenem resistance, epidemio lineages, A lperia

Introduction

Antibictic resistance bas inoreased dmmatically over the kst few yeams, and the inci-

demce of carbapememase-producing Gram-megative bacilli (GNE) is risieg in many

countries around the world ! Cartapenems are considersd as one of the last resorts for

treating multidnag-resistant ONB, ™ inchuding ESBL-producing Enterobacteriaceas.”
Carbapenem resistance hasbeen described in pon-fiem GMB (Acinsicbacter

bamanwii and Freudomonay gerugincss) and in Enterobacteriaceas 3 mainty in

Exrail imaremarc robinifunie-arma i Kietsielin preumonine compared to Excherichia cofi or other Enterobacterial species. ™
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Annexe 9: Occurrence of VIM-4 metallo-B-lactamase-producing Pseudomonas aeruginosa
in an Algerian hospital
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Abstract

Intodnction: Fresdomonas seruginesg is one of the most common nosoconmal , kmowm with 2 wids muistance to antorcrohials.

Carbapenanas e producing Fresdomonas aerugimsa uapmn;]uhlwﬂmha]‘lhmmmuﬂns pihogen is sasily remsomissible among

patiants. Metllo-Betr-lactirnes i the most insportant claws of thews carbapssemases with their hroad-ipectnem redtance profle. This study

s rmnhl.nnd.bommh e prevelance: of MEL-prodncing # acrepimons collected in an Algerian hepial

Muthodology: All Metallo-f-iactamans (MBL)rpodecing & aerugimoss isolabes Tecovansd from pationt dering a 2 years pariod (2015-2016)

mwﬂmdmmgammﬁphmhmndmmnmm(mmmmm chararterimxtion of
carbapanemass-ancoding genes, palt-locus sequancs typing and pulsed-fald gel alectrophorsis)

Raswnbis: A total of toenty-uix MBL producing F. seruginoss of 168 fuolas wers immstizamnd The bums unit ranked i the st potion of

the pvjorsty of ideetified cases with 73.07%. About 73 07 of total MBL isclshe: wrere mamiy fwobied from pes ample:. The smdisd molais

wans wobjected o Se moleculer typing, in which 4 different Dral-PFGE pattemns and 3 sequences type were assimmed (ST244, ST3E], and

ST1076), and all olates wars revealed positive for VIM-4.

Conchesiom: We mport e thind description of bigvees o Algecia indicating S sowrmence and sprad of crtepanemase-sncodng gemes

among F. acrugiass o te hospital sxvironment.

Key words: #seudomonas aerupinone; anibictic raivince; MEL; VIM-4; PRGE; soquance typa.
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Introduction

Freudomona:  aerusimosd i an  oppoTimistic
hamman pathogen that is considered s a major cause of
many infections [1]. Its high zenetic plastcity enables
it to colomize 3 wide variety of emvironments and nfect
almost all anstomyical sites [2]. I is responsible for
severe hospital-acquired infactions especially for the
patients compronsed by mderlying disesse, age or
inmmne deficiency {bum.r. cystic fbrosis, meningitis,
abscess, unnary fract infections, catheter-associated
infections, and ocular infections) [3] The infrinsic and
acquited resistance of P. g@ugmong against mamy
different types of antibiofics, I particular,

fHactams complicates the freament of these
infections, often associated with high morality rates.

P. aeruginasa has become incTeasingly resistant to
broad-spectoum cephalosporins leading to the use of the
lzst limes apents such as carbapenems [4]. As a result of
the infensive use of these mwolecnles, P aerusiosa
jeopardizes therapy and developed a resistance that
threatened health care systems [5]

An important mechanizm of carbapenem resistance
is the production of carbapenemases often seen i the
climical isolates of P oeuginazg [6] The most
important carbapenemases are dnc-dependent Metallo-
bets-lactamases with a resist pattern to almost all f-
lactsms. The known MBLs of Freudomona
meruginacza are IMP (active on IMiPenem), SPM (Sa0
Panlo  Metallo-f-lactamass), AWM (Ausmalia
IMvipenemase), GIM (German Dvipenemase), VIM
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Annexe 10: Synergistic combination of colistin with imipenem, amikacine or ciprofloxacin
against Acinetobacter baumannii and P.aeruginosa carbapenem-resistant isolated in Annaba
hospital Algeria
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or ciprofloxacin against Acinetobacter  baumannii  and
Pseudomonas  aeruginosa  carbapenem-resistant  isolated in
Annaba hospital Algeria
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[ntroduction arganisms 0 muliple dasses of antibiotics, esentially
extended-spectrum  cephalosporins, aminoghroosdes, and

flunroquinolonss. This & what seversly hmits therapeuic

Hon-famenting Gram negative baclli  such  as
Armetobacter bawmanmi and Praidomonas asruginosa
are pathogens emerging as fraquent canses of nosocomial
infertions, such as pneumonia, septicemda, skin, wound
and wrinary tract infechons, with mortality raes of 18%
o 61% in critically ill patients (Mohanty er al, 201%
Mathlouthi ef al, 201 5.

The tregtment of these infections & ofen difficult
beauss of the natral and amuired resistane: of these
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aptins (Mohanty ef al, 2015 Carlapenems have hem
oftn wead & tresment for infechons caused by these
multtidrg-resisant {MDR) baceria

However, in recent years this stuation has changed, with
the emergence of carhapeneam-resistant Gram-negative bacilli
(GHE]), reparted from di fferent regions of thewaorld, inchding
medierransn muntries (Melouk o al, 201 7L

The most common mechaism of resistane is the
acquisition of genes enmding for  carbapenemases
partculardy, Maallo-f-lachmases (MELs) in P. asuginosa
such as VIM, IMP, GIM, FIM, and SFM. The bla,,, . gene
is the dominant Metllo-f-lactamiass in all over the warld
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Annexe 11: Emergence Of Plasmid Mediated Colistin Resistance Gene Mcr-1 In
Carbapenem-Resistant P.aeruginosa Clinical Isolates From Algeria: A New Successful
Resistance Combination Toward A Therapeutic Impasse?
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ABSTEACT

Objectives: Pssudomonas asruginesa 15 one of the main causes of nosocomial infections.
especially i immmocompromized patents m bwmn and intensive care umis. who have
inherited a number of dmg resistance determinants via honzontal mutation. For thiz reason
our work has also been conducted to prove the genetic relationship between strains and to
imvestigate the ocomrence of zenes conferming hizh levels of carbapenem and colistin
resistance In Prendomonar aeruginosa isolates from the Algenan hospital.
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Annexe 12: Characterization of antibiotic resistance profiles in Pseudomonas aeruginosa
isolates from burn patients
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Annexe 13: Taux de résistance de P.aeruginosa a la ticarcilline aux hépitaux d’Annaba.

L’article Souches identifiées Souches résistantes
Meradji et al., 2015 80 54

Meradji et al., 2016 30 30

Bourafa et al., 2018 9 8

Meliani et al., 2020 39 24

Total 158 116

Taux de résistance = 116/158*100 = 73.41%

Annexe 14 : Taux de résistance de P.aeruginosaa la ticarcilline/acide clavulanique aux

hopitaux d’Annaba

L’article Souches identifiées Souches resistantes
Meradji et al., 2015 80 45

Meradji et al., 2016 30 21

Bourafa et al., 2018 9 8

Meliani et al., 2020 39 24

Total 158 98

Taux de résistance = 98/158*100 = 62.02%

Annexe 15 : Le taux de résistance de P.aeruginosaa la ticarcilline dans le CHU de Batna

L’article Souches identifiées Souches résistantes
Merradi et al., 2019 188 60
Addouda et al., 2020 27 18
Total 215 78

Taux de résistance = 78/215*100 = 36.27%
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Annexe 16 : Taux de résistance de P.aeruginosa a la ticarcilline/acide clavulanique dans

le CHU de Batna

L’article Souches identifiées Souches reésistantes
Merradi et al., 2019 188 66
Addouda et al., 2020 27 20
Total 215 86

Taux de résistance = 86/215*100 =40%

Annexe 17 : Taux de résistance de P.aeruginosa a la ceftazidime aux hopitaux d’Annaba

L’article Souches identifiées Souches résistantes
Meradji et al., 2015 80 45

Meradji et al., 2016 30 28

Bourafa et al., 2018 9 7

Meliani et al., 2020 39 24

Total 158 104

Taux de résistance = 104/158*100= 65,82%

Annexe 18 : Taux de résistance de P.aeruginosa a la ceftazidime au CHU de Batna

L’article Souches identifiées Souches reésistantes
Merradi et al., 2019 188 28

Addouda et al., 2020 27 8

Total 215 36

Taux de résistance = 36/215*100= 16,74%

Annexe 19 : Taux de résistance de P.aeruginosa a I’'imipénéme aux hopitaux d’Annaba

L’article Souches identifiées Souches résistantes
Bourafa et al., 2018 9 2

Meliani et al., 2020 39 39

total 48 41

Taux de résistance : 41/48*100= 85,41%
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Annexe 20 : Taux de résistance de P.aeruginosa a I’imipénéme au CHU de Batna

L’article Souches identifiées Souches reésistantes
Merradi et al., 2019 188 39
Addouda et al., 2020 27 17
Total 215 56

Taux de résistance = 56/215*100= 26.04%

Annexe 21: Taux de résistance de P.aeruginosa a la ciprofloxacine aux hdépitaux

d’Annaba

L’article Souches identifiées Souches resistantes
Meradji et al., 2015 80 35

Meradji et al., 2016 30 7

Bourafa et al., 2018 9 7

Meliani et al., 2020 39 36

Total 158 85

Taux de résistance = 85/156*100= 53,79%

Annexe 22 : Taux de résistance de P.aeruginosa a la ciprofloxacine au CHU de Batna

L’article Souches identifiées Souches reésistantes
Merradi et al., 2019 188 00

Addouda et al., 2020 27 5

Total 215 5

Taux de résistance = 5/215*100 = 2,3%
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Annexe 23 : Taux de resistance de P.aeruginosa a la

gentamycine aux hopitaux

d’Annaba

L’article Souches identifiées Souches reésistantes
Meradji et al., 2015 80 17

Meradji et al., 2016 30 24

Bourafa et al., 2018 9 5

Meliani et al., 2020 39 39

Total 158 85

Taux de résistance= 85/158*100= 53.79%

Annexe 24 : Taux de résistance de P.aeruginosa a la gentamycine au CHU de Batna

L’article Souches identifiées Souches resistantes
Merradi et al., 2019 188 49
Addouda et al., 2020 27 13
Total 215 62

Taux de résistance = 62/215*100= 28,83%

Annexe 25 : Taux de résistance de P.aeruginosa a I’amikacine aux hopitaux d’Annaba
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L’article Souches identifiées Souches résistantes
Meradji et al., 2016 30 15

Bourafa et al., 2018 9 0

Meliani et al., 2020 39 14

Total 105 29

Taux de résistance = 29/105*100= 27,61%

Annexe 26 : Taux de résistance de Paeruginosa a I’amikacine au CHU de Batna

L’article Souches identifiées Souches résistantes
Merradi et al., 2019 188 58
Addouda et al., 2020 27 11
Total 215 69

Taux de résistance = 69/215*100= 32,09%
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