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Résumé :

La mucoviscidose est considérée comme étant une maladie rare en Algérie et les données
cliniques et démographiques sont incomplétes en raison de l'absence d'un registre médical
national. C’est pourquoi, nous avons entrepris ce travail qui a porté sur deux volets. Le premier
consiste a faire une étude multicentrique visant a caractériser la population atteinte de
mucoviscidose dans l'ouest algérien. Le deuxieme volet, est consacré a la recherche des
altérations polymicrobiennes C.albicans/bactéries a Gram négatifs dans les mucus
bronchiques de ces patients.

Les résultats obtenus ont montré que sur les 34 enfants, dont 16 gargons et 18 filles, atteints
de mucoviscidose suivis a I'EHS d'Oran inclus dans cette étude, 15 seulement ont été
diagnostiqués avant 'dge de 6 mois. Tous les patients présentent des manifestations
respiratoires et digestives, 33 un encombrement bronchique, 10 une bronchopneumonie
sévere et 4 sont asthmatiques.

De plus, 25 enfants sont d’un niveau socio-économique faible a intermédiaire et 18 n’ont pas
de couverture sociale. Trois patients sont décédés a un age moyen de 9 ans a cause d'une
insuffisance respiratoire.

Par ailleurs, d’avril 2019 a mars 2020, sur un total de 67 mucus bronchiques prélevés, 64 se
sont révélés positifs, soit un taux d'altération de 98%. Les altérations mixtes représentent 80%,
avec 51% causées par des levures et des bactéries dont 27% sont altérés par Candida
albicans et des bactéries Gram négatives, dominées par Pseudomonas aeruginosa (50%).
Quatre associations de Candida albicans/bactéries a Gram négatif sont identifiées. C. albicans
cohabite avec P. aeruginosa dans trois associations et avec P. aeruginosa et Achromobacter
xylosoxidans dans une association.

En mode planctonique, toutes les souches de C. albicans sont sensibles a 'amphotéricine B
et au voriconazole. En revanche, les souches de P. aeruginosa et d’A. xylosoxidans sont
résistantes a tous les antibiotiques testés (la ceftazidime, I'imipénéme, I'amikacine, la
gentamicine, la ciprofloxacine et la colistine). De plus, toutes les souches testées sont
formatrices de biofilms mono et multi-espéces in vitro. En mode sessile, les SCMIs sont jusqu'a
128 fois plus élevées que les CMls. Le traitement des biofilms par des combinaisons
d'antifongiques et d'antibiotiques a montré des interactions de type synergique et indifférente
avec une réduction significative des SCMIs. La solution saline hypertonique a 7% s’est

montrée également efficace pour l'inhibition des biofilms.

Mots clés : Mucoviscidose, étude multicentrique, Candida albicans/ Pseudomonas
aeruginosa, inhibition biofilms mixtes, combinaisons d’antimicrobiens, ouest

Algérien



Abstract:

Cystic fibrosis is considered a rare disease in Algeria, and clinical and demographic data are
incomplete due to the absence of a national medical registry. For this reason, we undertook
this work, which has two parts. The first part is a multicenter study to characterize the
population affected by cystic fibrosis in western Algeria. The second part focuses on
investigating polymicrobial alterations of C. albicans/Gram-negative bacteria in the bronchial
mucus of these patients.

Results showed that of the 34 children (16 boys and 18 girls) with cystic fibrosis followed at
the Oran EHS included in this study, only 15 were diagnosed before the age of 6 months.
All patients presented with respiratory and digestive manifestations, 33 with bronchial
congestion, 10 with severe bronchopneumonia and 4 with asthma. In addition, 25 children
were of low to intermediate socio-economic status, and 18 had no social security coverage.
Three patients died at an average age of 9 years from respiratory failure.

Furthermore, from April 2019 to March 2020, out of a total of 67 bronchial mucus samples,
64 were positive, representing a 98% alteration rate. Mixed alterations accounted for 80%, with
51% caused by yeasts and bacteria, of which 27% were altered by Candida albicans and Gram
negative bacteria, dominated by Pseudomonas aeruginosa (50%).

Four Candida albicans/Gram-negative bacteria associations have been identified. C. albicans
cohabits with P. aeruginosa in three associations, and with P. aeruginosa and
Achromobacter xylosoxidans in one association.

In planktonic mode, all C. albicans strains are sensitive to amphotericin B and voriconazole.
In contrast, P. aeruginosa and A. xylosoxidans strains were resistant to all the antibiotics tested
(ceftazidime, imipenem, amikacin, gentamicin, ciprofloxacin and colistin). In addition, all the
strains tested form single and multi-species biofilms in vitro. In sessile mode, SCMIs are up to
128 times higher than MICs. Treatment of biofilms with combinations of antifungals and
antibiotics showed synergistic and indifferent interactions with a significant reduction in SCMls.

Hypertonic saline at 7% was also shown to be effective in inhibiting biofilms.

Key words: Cystic fibrosis, multicenter study, Candida albicans/ Pseudomonas aeruginosa,

mixed biofilm inhibition, antimicrobial combinations, western Algeria
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Premiere partie Synthese bibliographique

La mucoviscidose ou fibrose kystique est une maladie génétigue autosomique récessive,
due a une mutation du gene CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
sur le bras long du chromosome 7 au niveau du locus 7q31. Elle est considérée comme
étant la maladie la plus courante dans la population caucasienne avec la prévalence la

plus élevée en Europe, en Amérique du Nord et en Australie (Elborn, 2016).

Cette maladie touche environ 70000 patients dans le monde et prés de 1000 nouveaux
cas de mucoviscidose sont diagnostiqués chaque année [(Spoonhower et Davis.,
2016) ; (Lascano-Vaca et coll.,, 2020)]. Cette fréquence varie selon [origine
géographique et ethnique des patients. En effet, en Europe, selon les régions, un enfant
pour 1800 a 3500 naissances vivantes est atteint de mucoviscidose, alors qu’elle est
moins fréquente chez les personnes de race noire, avec une incidence d'environ 1 cas

sur 14000 chez les Afro-Américains (Feuillet-Fieux et coll., 2004).

Cette maladie est beaucoup plus rare parmi les populations d'Asie et d'Afrique.
En Asie occidentale, l'incidence de la mucoviscidose varie entre 1 sur 2500 et 1 sur 16000
naissances vivantes (Hamouda et coll., 2020). Toutefois, dans les pays du Maghreb,
elle est largement méconnue en raison de la rareté ou de I'absence de données

épidémiologiques.

En effet, méme si la Tunisie est le premier pays du Maghreb a avoir instauré le diagnostic
de la mucoviscidose en 1990, l'incidence globale de la mucoviscidose dans ce pays reste
mal estimée (El Makhzen et coll., 2024).

Au Maroc, I'épidémiologie de la mucoviscidose est peu documentée et le nombre de
porteurs de la maladie n’est pas connu (Ratbi et coll., 2008). Les informations sur la
mucoviscidose en Libye sont également limitées. 31 personnes ont été diagnostiquées
positives a cette maladie entre 2008, année de création du premier centre de
mucoviscidose, et décembre 2010 (Repetto et coll., 2011). En Algérie, l'incidence exacte
de cette maladie n’est pas connue de maniére précise et le nombre de patients recenseés
correspond aux cas colligés dans les services hospitaliers de la capitale et des grandes

villes du pays.
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En effet, apres les premiers travaux sur cette maladie, menés a Alger par Benallégue et
Grangaud en 1969 (Radoui, 2012), les études sur la mucoviscidose en Algérie n’ont
repris qu’en 2006 par I'équipe de Boukari qui a montré que sur une période de 15 ans,
45 cas seulement sont observés. Par ailleurs, en 2010, 19 patients ont été recensés dans
'ouest de 'Algérie (Radoui, 2012).

La caractérisation génétique de la mutation CFTR a été également recherchée dans la
population Algérienne par Loumi et coll., (2008) qui ont mis en évidence I'existence de
la mutation Delta F 508 chez 38 patients et par Sediki et coll., (2014) qui ont identifié 14
mutations différentes dans un échantillon de 24 patients appartenant a des familles non
apparentées. Récemment, une étude descriptive sur 51 enfants mucoviscidosiques de
I'ouest Algérien, présentant des signes cliniques digestifs et hépatobiliaires, a été réalisée
par Boutrid et coll., (2021).

La mucoviscidose est causée par des mutations du gene qui code pour une protéine
transmembranaire conductrice de chlorure, appelée régulateur de conductance
transmembranaire fibrose Kystique (CFTR), qui régule le transport des anions (sécrétion
de chlorure et inhibition de I'absorption de sodium) et la clairance mucociliaire dans les
voies respiratoires. Ces mutations entrainent soit une absence de production ou de
ciblage de la protéine CFTR a la membrane plasmique, soit la formation d'une protéine

CFTR déformée non fonctionnelle (Figure N°1).
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Figure N° 1 : Schéma représentant les six classes d'altérations de la CFTR et les

organes affectés (Santos-Fernandez et coll., 2023)

Plus de 2000 mutations de la CFTR sont répertoriées dont 1300 sont associées a la
maladie, classées en six catégories selon leurs effets :(l) absence de synthése de CFTR ;
(I défauts de trafic et de traitement de la CFTR ; (Ill) régulation défaillante ; (IV)
diminution de la conductance ; (V) réduction de la synthése de la protéine CFTR et (VI)

une diminution de la stabilité des protéines (Butnariu et coll., 2021).

Lorsque l'une de ces altérations survient, le transport du chlorure est inhibé ce qui induit
une perturbation du flux de I'eau a travers les tissus entrainant ainsi une augmentation

de la quantité et de la densité du mucus sécrété (Elborn, 2016).

Il convient de noter que le dysfonctionnement mucociliaire implique qu'un patient atteint
de mucoviscidose ne peut pas éliminer efficacement les bactéries inhalées, ce qui le rend
dix fois plus susceptible de développer une inflammation des voies respiratoires
inférieures par rapport a un individu sain. Pour la plupart des patients mucoviscidosiques,
la maladie pulmonaire constitue le principal probleme en termes de symptdmes, de

traitement et la cause de déces la plus probable. D’autres cellules épithéliales sont
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concernées par le dysfonctionnement mucociliaire telles que celles du pancréas, du foie,

des glandes sudoripares et du canal déférent (Davies et coll., 2007).

Les poumons des patients atteints de mucoviscidose sont colonisés par une variabilité
microbienne qui évolue avec I'age. Bien que Haemophilus influenzae et Staphylococcus
aureus soient prédominants chez les jeunes enfants, 60 & 70 % des patients atteints de
mucoviscidose présentent une colonisation chronique a Pseudomonas aeruginosa a
I'age de 20 ans (O’Brien et Fothergill, 2017) (Figure N°2).

FEV1
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Figure N° 2: Evolution du microbiote pulmonaire des patients atteints de
mucoviscidose au cours de la progression de la maladie (Santos-
Fernandez et coll., 2023)
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L’espéce Pseudomonas aeruginosa est de loin le microorganisme le plus couramment
isolés chez les patients mucoviscidosiques ou 60% d’entre eux présentent une
colonisation chronique par cette bactérie. Ce taux peut atteindre 80% chez les patients
de plus de 18 ans (Hgiby, 2000).

Deés I'enfance, les patients mucoviscidosiques présentent, de fagon intermittente, une
colonisation pulmonaire par P. aeruginosa qui peut évoluer en une infection chronique ou
la méme lignée bactérienne persiste pendant des décennies malgré un traitement
antibiotique. Ces infections sont associées a une morbidité et une mortalité tres élevées

chez cette population (Jelsbak et coll., 2007).

Selon Olivier et coll., (2009), la présence de Pseudomonas aeruginosa dans les voies
respiratoires des enfants atteints de mucoviscidose au cours des cing premieres années
de leur vie augmente le risque de mortalité d’'un facteur de 2,6 comparé a celui observé

chez les enfants avec la méme maladie mais non colonisés par cette bactérie.

En effet, dans la mucoviscidose, les Iésions épithéliales causées par P. aeruginosa
favorisent la colonisation des voies respiratoires par d’autres espéces bactériennes et
fongigues. De nombreuses études ont rapportées que des bactéries du complexe
Burkholderia cepacia et des espéces émergentes telles que Stenotrophomonas
maltophilia et Achromobacter xylosoxidans sont souvent co-isolées avec P. aeruginosa
[(Sajjan et coll., 2001) ; (Lyczak et coll., 2002) ; (Menetrey et coll., 2020)].

Des travaux antérieurs ont rapporté que dans les poumons des patients atteints de
mucoviscidose, les bactéries sont entourées d’un gel d’alginate. Il s’agit d’'une matrice de
polymére impliqguée dans la viscosité des sécrétions bronchiques dont la production est
liée au phénotype mucoide qui affecte le géne mucA de certaines bactéries Gram
négatives et plus particuliérement 'espéce Pseudomonas aeruginosa [(Martin et coll.,
1993) ; (Drenkard et Ausubel, 2002) ; (Li et coll., 2005)]. Pour cela, P. aeruginosa a
phénotype mucoide est considérée comme un indicateur de l'infection chronique dans le
cas de la mucoviscidose et sa présence dans les poumons entraine des lésions

tissulaires et une détérioration de la fonction respiratoire (Lee et coll., 2005).

Des champignons filamenteux du genre Aspergillus et Scedosporium ainsi que des

levures du genre Candida ont été également retrouvés dans les voies respiratoires de
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patients atteints de mucoviscidose colonisés par P. aeruginosa [(Chotirmall et Mc
Elvaney, 2014) ; (Blanchard et Waters, 2019)].

Par ailleurs, Pseudomononas aeruginosa est souvent présente dans les infections
polymicrobiennes avec la levure Candida albicans. Ces deux agents pathogénes
opportunistes colonisent les poumons des patients atteints de mucoviscidose et forment
des biofilms constitués de microcolonies engainées dans l'alginate (Fourie et coll.,
2016). Ces derniers semblent étre le principal facteur déclencheur d'une réponse
inflammatoire exacerbée pouvant causer des dommages durables dans la structure et la

fonction pulmonaire [(Burmolle et coll., 2010) ; (Bhagirath et coll., 2016)].

Ces biofilms ont la capacité de croitre rapidement en raison des conditions
environnementales propices a leur développement telles que la disponibilité des
nutriments, le pH, la température et la présence d'autres microorganismes concurrents
[(Pompilio et coll., 2021) ; (Ponde et coll., 2021)].

Les biofilms sont des communautés microbiennes hétérogenes dynamiques structurées,
avec un arrangement spatial optimal qui facilite I'apport des nutriments et I'élimination
des déchets. Les microorganismes sont enrobés dans une matrice extracellulaire
autoproduite et fixés sur des surfaces abiotiques ou biotiques comme les muqueuses et

les tissus vivants (Jgrgensen et coll., 2015).

La formation des biofilms mono ou multi-espéces nécessite le passage obligé par
différentes phases (Costerton, 1999) (Figure N°3) :
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Les bactéries pionniéres de Pseudomonas aeruginosa adhérent d’'une maniére réversible
a la muqueuse pulmonaire par des liaisons de faibles énergies (interactions de Van Der
Waals, acido-basiques et électrostatiques). Cette étape est suivie par une adhésion
irréversible qui fait appel a des interactions spécifiques de type protéines/ligands entre
les bactéries et la surface colonisée. Pour les bactéries Gram négatives, ces interactions
impliquent des adhésines de surface présentes sur les pilis, les curlis, la capsule et le
glycocalix (Van Houdt, 2005). Il en résulte la formation d’un film basal bactérien auquel
les levures de Candida albicans viennent adhérer, on parle alors de co-agrégation et la
formation d’une microflore mixte. Cette derniere se multiplie et sécrete une matrice
exopolymérique aboutissant a un réseau complexe tridimensionnel caractérisé par un
changement dans la morphologie de C. albicans de la forme blastospore a la forme hyphe
donnant lieu a la phase de maturation. Lorsque les conditions environnementales
deviennent défavorables, telles que la limitation de la disponibilité en oxygéne dans les
biofilms épais, I'apparition de forces de cisaillement dues aux flux hydrodynamiques ou a

la diminution de la concentration et de la nature des nutriments disponibles, des
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microogranismes peuvent se détacher du biofilm et coloniser de nouveaux sites, c’'est la

phase de dispersion (Rumbaugh et Sauer, 2020).

Au sein d’un biofilm, les nombreuses interactions microbiennes observées (échanges
géneétiques, meétaboliques, molécules de signalisation) influencent la croissance, la
virulence et la survie des microorganismes constitutifs de cette communauté [(Wongsuk
et coll.,, 2016) ; (Ponde et coll., 2021)]. Ainsi, 'organisation en biofilm entraine une
modification phénotypique et génotypique des cellules microbiennes et leur assure une
protection physique et une résistance aux différents traitements (Madsen et coll., 2012).
Les interactions inter-espéces au sein d’'un biofilm polymicrobien peuvent aboutir
€également a une résistance accrue des microorganismes aux agents antimicrobiens
(Peters et coll., 2012).

Dans un biofilm polymicrobien, les populations bactériennes et fongiques peuvent ajuster
leur comportement en réponse a la détection des molécules du quorum-sensing produites

par ces différentes especes.

Le quorum sensing (QS) est un systeme de communication intercellulaire impliquant la
production, la sécrétion et la détection par les microorganismes de molécules signales
appelées auto-inducteurs. Il permet aux microorganismes d’adapter leur comportement
par régulation de I'expression de certains génes en réponse a la concentration en
molécules signales. Pour les bactéries Gram négatives comme P. aeruginosa, trois
systémes de QS sont identifiés, deux basés sur des acyl homosérines lactones (AHL) et
un sur une quinolone (Pseudomonas Quinolone Signal, PQS). En revanche, pour
Candida albicans, modele le plus étudié pour les cellules eucaryotes, deux molécules
sont impliguées dans ce processus, le farnésol et le tyrosol [(De Kievit et Iglewski,
2000) ; (Polke et coll., 2018)].

Les agyl homosérines lactones favorisent la production de protéines d'adhésion de
surface par Pseudomonas aeruginosa qui interviennent dans son adhérence aux hyphes
de Candida albicans [(Morales et Hogan, 2010); (Ovchinnikova et coll., 2012)].
Alors que le Pseudomonas Quinolone Signal (PQS), régule la motilité en essaim de
P. aeruginosa, inhibe la formation de biofilms de C. albicans et induit la production de

divers facteurs de virulence tels que les composés phénaziniques dont le représentant
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majeur est la pyocyanine (PYO) qui inhibe la transition de la morphologie de levure a
celle d'hyphes chez C. albicans [(Reen et coll., 2011) ; (Phelan et coll., 2014) ; (Fourie
et coll., 2016)]. De plus, P. aeruginosa secrete un lipopolysaccharide (LPS) qui réduit la
filamentation et I'activité métabolique du biofilm de Candida albicans (Bandara et coll.,
2013). En parallele, C. albicans produit le farnésol qui inhibe la production de pyocyanine,
un facteur de virulence chez P. aeruginosa et I'éthanol qui stimule I'adhésion et la
formation du biofilm de P. aeruginosa [(Morales et coll., 2013) ; (Chen et coll., 2014) ;
(Lopez-Medina et coll., 2015)] (Figure N°4).
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Figure N°4: Interactions entre Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans

(Gourari-Bouzouina et coll., 2024)

Rappelons que la mucoviscidose est caractérisée par un épaississement du mucus qui
recouvre les parois des voies respiratoires et une diminution de la clairance mucociliaire
ce qui offre un environnement favorable a la colonisation microbienne, permettant aux
microorganismes de persister et de former des biofilms polymicrobiens dans les voies
respiratoires inférieures (Muthig et coll., 2010). Parmi ces microorganismes, les
bactéries Gram négatives, avec une prédominance de Pseudomonas aeruginosa et les
levures, principalement Candida albicans sont le plus couramment retrouves (O’Brien et

Fothergill, 2017). Cependant, cette colonisation simultanée est liée a des issues
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cliniues plus graves, incluant un déclin accéléré de la fonction pulmonaire et une

aggravation de la progression de la maladie (Dhamgaye et coll., 2016).

Pour améliorer la prise en charge des infections microbiennes chez les patients atteints
de mucoviscidose, il est nécessaire de développer de nouvelles thérapies qui prennent
en compte la composition unique des biofilms de chaque patient ainsi que les interactions

entre les différents microorganismes qui les composent.

En Algérie, la fréquence de cette maladie reste inconnue, car il n'existe ni étude
épidémiologique ni registre meédical national. De plus, a ce jour, aucune étude
microbiologique n'a été effectuée sur les infections pulmonaires impliquant a la fois des
bactéries Gram négatives et des levures du genre Candida. C'est pourquoi nous avons

entrepris cette étude qui a porté sur la :

- Description de la population de patients pédiatriques atteints de mucoviscidose dans
l'ouest Algérien par une caractérisation clinique, pathologique, socio-économique et
microbiologique ;

- Recherche des altérations mixtes (Candida albicans/bactéries Gram négatives) sur des
mucus bronchiques impliqués dans les infections pulmonaires ;

- Détermination de la sensibilité des souches de C. albicans et les bactéries Gram
négatives co-isolées d’'un méme mucus bronchique a différents antimicrobiens ;

- Mise en évidence du potentiel de formation des biofilms mono et multi-espéces par les
levures de C. albicans et les bactéries Gram négatives co-isolées d’'un méme mucus
bronchique, in vitro ;

- Evaluation de l'effet inhibiteur de différents antifongiques et antibiotiques seuls et
combinés ainsi que des solutions salines hypertoniques vis-a-vis des biofilms mono et

multi-especes.
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Ce travail de these est réalisé au laboratoire Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie,
synthése et activité biologique de I'université Aboubekr BELKAID-Tlemcen.

A. Etude de la population mucoviscidosique de I'ouest Algérien

Il s’agit d’une étude a la fois descriptive, analytique et prospective, dont le but consiste a
évaluer les altérations polymicrobiennes (fongiques et bactériennes) chez des enfants
atteints de mucoviscidose et suivis au service de pneumologie et d’allergologie
pédiatriques de [I'Etablissement Hospitalier Spécialisé en pédiatrie (EHS)
Pr. BOUKHROUFA Abdelkader d’Oran.

1. Région couverte par I’étude

Actuellement, I'Algérie compte quatre centres de référence pour la mucoviscidose, le
Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Sétif, qui couvre la région est de I'Algérie, le
Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) et I'Etablissement Public Hospitalier (EPH) d'Alger
qui couvrent la région centre, et I'Etablissement Hospitalier Spécialisé en pédiatrie (EHS)

d’Oran, qui couvre la région ouest ou nous avons réalisé notre travail (Figure N°5).

W waval YL
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par I'étude

+ Centre pour enfants:
Hdpital pédiatrique
d'Oran

L/ \ 4 CHU de Seti
: ® EPH d'Alger

O Centre pour adultes:
CHU d’Alger

Figure N°5: Localisation des centres de référence pour la mucoviscidose en

Algérie
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Notre étude couvre neuf wilayas de la région sanitaire de I'ouest Algérien a savoir Ain
Témouchent, Chlef, Mascara, Mostaganem, Oran, Relizane, Saida, Tiaret et Tlemcen
soit un total de 7 200 158 habitants ce qui représente 16,1% de la population nationale

qui est de 44,6 millions d’habitants (Office Nationale des Statistiques, 2020).
2. Criteres d’inclusion

Ce travail porte sur 34 enfants agés de moins de 15 ans, demeurant dans I'ouest Algérien,
présentant un ou plusieurs signes phénotypiques de la mucoviscidose et dont le

diagnostic est confirmé par deux tests de la sueur positifs (Radoui, 2012).

Cette étude est examinée et approuvée par le comité d'éthique de la faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de I’'Univers de l'université Aboubekr
BELKAID-Tlemcen.

3. Collecte de données

L’enquéte consiste a renseigner un questionnaire préétabli, inspiré des dossiers
médicaux des enfants atteints de la mucoviscidose et suivis au service de pneumologie
et d’allergologie pédiatriques de 'EHS d’Oran (Annexe 1). Un consentement éclairé des

tuteurs légaux des patients est également obtenu.

Le questionnaire porte principalement sur des données :

- démographiques (age, sexe, origine, adresse, antécédents familiaux),

- sociales (éducation, statut professionnel des parents),

- cliniques (paramétres anthropométriques, signes pulmonaires, digestifs, infectieux),

- biologiques (paramétres nutritionnels),

- bactériologiques des expectorations,

- prise en charge thérapeutique (différentes actions thérapeutiques instaurées),

- suivi des patients (nombre d’hospitalisations),

- morbidité (principales complications liées a la mucoviscidose), mortalité (age du déces,

causes).
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4. Analyse des données

Le trouble de la croissance est évalué en utilisant les courbes de Sempé, tandis que
I'Indice de Masse Corporelle (IMC) est calculé en se référant aux courbes de corpulence
établies selon les références francaises et celles de I'International Obesity Task Force
(IOTF) (Kéké et coll., 2015).

Une analyse statistique des résultats obtenus est réalisée par le test T de Student,
ANOVA a un facteur et le test de Tukey a l'aide du logiciel IBM Statistical Product and
Service Solutions (SPSS) version 26.0, en considérant qu'une valeur p < 0,05 est

statistiquement significative.
B. Etude microbiologique
1. Prélévements du mucus bronchique

Entre avril 2019 et mars 2020, des mucus bronchiques sont récupérés chez des enfants
atteints de mucoviscidose et suivis au service de pneumologie et d’allergologie de 'EHS
pédiatrigue Pr BOUKHROUFA Abdelkader d’Oran.

Les mucus bronchiques sont prélevés le matin a jedn apres un rincage abondant de la
bouche avec du sérum physiologigue. Ces derniers sont induits par une kinésithérapie
de drainage et récupérés par un kinésithérapeute. Une fois collectés dans des pots
stériles étiquetés, ils sont immédiatement transportés au laboratoire dans une glaciere

pour des analyses microbiologiques.
2. Isolement et purification des microorganismes

Apres une dilution au ¥2 des mucus bronchiques récupérés dans le sérum physiologique,
200uL sont prélevés et répartis a volume égal dans deux tubes stériles, 'un contenant
900uL de milieu Sabouraud liquide destiné a la recherche des levures et 'autre 900uL
de bouillon nutritif pour la recherche des bactéries. Les tubes sont agités au vortex puis

incubés a 37°C pendant 24 heures.

A partir des échantillons présentant un trouble, des boites de Pétri contenant la gélose
Sabouraud pour l'isolement des levures, sont ensemencées par stries puis incubées a

35°C pendant 24 & 48 heures voire 72 heures. Pour l'isolement des bactéries, deux
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milieux de culture sélectifs sont utilisés, le milieu Mac Conkey pour les bactéries a Gram
négatif et le milieu Chapman pour les bactéries a Gram positif.

La purification des levures et des bactéries a Gram positif et a Gram négatif isolées est
réalisée par passages successifs sur les milieux sélectifs correspondants a partir d’'une
colonie pure. Chague souche pure recoit un code et est conservée a +4°C sur une gélose

inclinée en tube.

Il est important de noter que seules les souches de Candida sp. et les bactéries a Gram
négatif co-isolées d’'un méme mucus bronchique sont retenues pour la suite de notre

travail.
3. Identification des souches

L'identification des levures isolées et purifiées est réalisée par croissance sur milieu
Chrom-Agar Candida (Sigma), par galeries API® Candida (Biomerieux) et par le systeme
Vitek 2. En ce qui concerne les bactéries, I'identification est basée sur I'utilisation des
galeries API 20E® et API 20NE® (Biomerieux) et du systéme Vitek2.

4. Détermination du profil de résistance des souches de Candida sp. et des

bactéries a Gram négatif co-isolées d’'un méme mucus bronchique

4.1. Antibiogramme des bactéries a Gram négatif co-isolées avec Candida

sp. d’'un méme mucus bronchique

Les tests d’antibiogrammes sont effectués par la technique de diffusion en milieu gélosé
selon le protocole standard de Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI-M100S, 2016). Des disques imprégnés de concentrations déterminées
d’antibiotiques sont déposés a la surface d’une boite de Pétri contenant de la gélose
Mueller-Hinton préalablement ensemencée par un inoculum de 108 UFC/mL de la souche

a tester. Ces boites sont ensuite incubées a 37 °C pendant 20 a 24 heures.

La comparaison des diameétres des zones d’inhibition aux valeurs critiques permet de
classer les bactéries dans I'une des catégories : Sensible (S), Intermédiaire (I) ou
Résistante (R).

Treize antibiotiques sont utilisés, la ticarcilline (TIC), la ticarcilline + acide clavulanique

(TCC), la piperacilline (PIP), la piperacilline + tazobactam (PTZ), le ceftazidime (CAZ), la
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cefepime (FEP), 'aztréonam (ATM), 'imipénéme (IPM), le meropeneme, la gentamicine
(GEN), 'amikacine (AK), la tobramycine (TOB) et la ciprofloxacine (CIP).

Un contrdle de qualité est réalisé en utilisant la souche de référence Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 appartenant au laboratoire de recherche « Antibiotiques

Antifongiques : physico-chimie, synthése et activité biologique » (LapSab).

Les mécanismes de résistance aux béta-lactamines sont déterminés a partir de
I'antibiogramme seul en cas d’absence de résistance aux antibiotiques testés et par la
recherche de la surexpression de béta-lactamases de la classe C de Ambler (AmpC) ou
'acquisition d’enzymes comme les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) et les

carbapénémases, en présence d’une résistance a la ceftazidime ou I'imipénéme.

La mise en évidence de ces mécanismes de résistance est basée, d’une part, sur la
comparaison des diamétres d’inhibition et les tests de synergie sur gélose Mueller-Hinton
et Mueller-Hinton additionnée de cloxacilline a 1000mg/L. D’autre part, sur la recherche

de métallo-béta-lactamases par imipéneme avec 'EDTA (Berges et coll., 2007).

4.2. Profilage moléculaire des souches de Pseudomonas aeruginosa co-

isolées avec Candida sp. d’'un méme mucus bronchique par ERIC-PCR

Cette technique est réalisée au laboratoire Gene Life Sciences de Sidi Bel Abbes
(Algérie).
4.2.1. Extraction et amplification de I'ADN bactérien
A partir d’'une culture bactérienne pure, I'ADN est extrait suivant une méthode standard
d'extraction appropriée puis amplifi€ par Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus-Polymerase  Chain  Reaction (ERIC-PCR) en utlisant deux
amorces oligonucléotidigues ERIC1IR (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3) et
ERIC2 (5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) (Versalovic et coll., 1991).
4.2.2. Réaction de la PCR
La PCR est realisée dans un thermocycleur en suivant les conditions suivantes :
- Une premiére étape de dénaturation initiale a +94°C pendant 5 minutes ;
- 30 cycles de dénaturation a +94°C pendant 30 secondes, d'hybridation a +52°C
pendant 1 minute et d'extension a +72°C pendant 5 minutes ;
- Une étape finale d'extension a +72°C pendant 20 minutes.
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4.2.3. Electrophorése sur gel d'agarose

Les produits de la PCR sont séparés en fonction de leur taille par électrophorése sur gel
d'agarose a 1,5% dans un tampon Tris 40mM, Acide acétigue 20mM et EDTA 1mM (TAE)
a pH 8. Les bandes obtenues sont visualisées par coloration au ROTI®GelStain Red et

observées sous lumiére UV.
4.2.4. Analyse de la similarité génétique

La détermination de la similarité génétique entre les souches est basée sur l'indice de
Dice-Cophen qui mesure la distance génétique entre deux bactéries en comparant leurs
profils de bandes d'ADN. La matrice de similarité est générée en utilisant la formule
suivante : Dice-Cophen =2a/(2a+ b + )

a : nombre de bandes communes entre deux souches ;

b : nombre de bandes présentes dans la premiére souche et absentes dans la deuxieme ;

¢ : nombre de bandes présentes dans la deuxieme souche et absentes dans la premiére.

L'analyse de la similarité est effectuée en utilisant I'algorithme UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) qui permet de construire un dendrogramme a partir
de la matrice de similarité. Les souches bactériennes les plus similaires sont regroupées

dans des clusters.

Les distances sont exprimées en pourcentage de similarité. Plus les valeurs sont faibles,
plus les souches bactériennes sont proches les unes des autres en termes de similarité

moléculaire.

4.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des
antifongiques et des antibiotiques vis-a-vis des souches de C. albicans et de

P. aeruginosa co-isolées d’un méme mucus bronchique

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMIs) des antifongiques et des antibiotiques
vis-a-vis des souches de Candida albicans et de Pseudomonas aeruginosa co-isolées
d’'un méme mucus bronchique sont déterminées par la technique de microdilution sur
microplaque 96 puits selon les protocoles standards de Clinical and Laboratory Standards
Institute publiés en 2008 pour les levures (CLSI-M27-A3, 2008) et en 2016 pour les
bactéries (CLSI-M100S, 2016).
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Les deux protocoles recommandent le milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI
1640) tamponné a pH 7 par le morpholine-propane-sulfonicacid (MOPS) (Sigma).

Les concentrations cellulaires de départ sont fixées a 3x103cellules/mL pour les levures
et a 10° cellules/mL pour les bactéries.

Nous avons testé deux antifongiques systémiques, I'amphotéricine B (AmB) et le
voriconazole (Vor) et six antibiotiques, l'imipénéme (IPM), le ceftazidime (CAZ),
'amikacine (AK), la gentamicine (GEN), la ciprofloxacine (CIP) et la colistine (COL).
Les solutions meres des antifongiques et des antibiotiques sont préparées en
extemporané a une concentration de 1,6mg/mL par dissolution de 'amphotéricine B dans
le diméthylsulfoxyde (DMSO), du voriconazole dans de l'eau distillée stérile et des
antibiotiques dans du tampon phosphate stérile (pH 7,4 ; 10mM) ou de I'eau distillée
stérile.

Dans les puits de la microplaque, nous introduisons 100uL de la suspension levurienne
ou bactérienne auxquels nous ajoutons 100uL de I'agent antimicrobien a tester a des
concentrations finales comprises entre 0,03 et 16ug/mL pour les antifongiques et entre

0,125ug/mL et 256ug/mL pour les antibiotiques.

Aprés homogénéisation, les microplaques sont scellées et placées dans une étuve a
35°C pendant 24 heures pour les levures et 37°C pour les bactéries pendant 18 a

24 heures.

Les CMIs sont déterminées a I'ceil nu pour 'amphotéricine B et les antibiotiques. Pour le
voriconazole les CMlIso sont déterminées par dénombrement des cellules viables sur
cellule de Thoma. La CMI correspond a la plus faible concentration d’antimicrobien ou

aucune croissance n’est visible dans les puits a I'ceil nu.

Candida albicans ATCC 10231 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 sont utilisés

comme contrdles de qualité interne.
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5. Evaluation du potentiel des souches co-isolées d’un méme mucus bronchique a

former des biofilms mono et multi-espéces in vitro

5.1. Formation in vitro des biofilms mono et multi-espéces (C. albicans/

P. aeruginosa)

La formation des biofilms mono-espéces in vitro par Candida albicans et Pseudomonas
aeruginosa est effectuée dans des microplaques en polystyréne a fond rond selon les
protocoles de Pierce et coll., (2008) et Christensen et coll., (1985) respectivement.
Des cultures jeunes de 24 heures sur milieu Sabouraud pour C. albicans et sur milieu
BHIB pour P. aeruginosa sont centrifugées a +4°C pendant 5 minutes a 3000g et pendant
15 minutes a 1000g respectivement. Apres deux lavages avec du tampon phosphate salé
(PBS) a pH 7,4 ; 10mM, les surnageants sont éliminés et les culots resuspendus dans
le milieu RPMI 1640 tamponné a pH7 avec du MOPS a 0,165mol/L a raison de
10%cellules/mL pour les deux microorganismes.

100uL de chaque suspension cellulaire sont répartis dans les puits de deux microplaques
gui sont ensuite scellées et placées dans une étuve a 35°C pour les levures et 37°C pour
les bactéries pendant 48h.

Pour ce qui est de la formation des biofilms multi-espéces C.albicans/P. aeruginosa, nous
avons suivi le protocole d’lbarra-Trujillo et coll., (2012). Chaque puits d’une
microplagque a fond rond est inoculé avec 75uL de la suspension bactérienne et 75uL de
la suspension levurienne. Les microplaques sont scellées puis incubées a 37°C pendant
48 heures. A la fin du temps d'incubation, le milieu est retiré et les cellules non fixées sont
éliminées par 3 lavages avec du PBS, puis les biomasses des biofilms formés sont

guantifiées.
5.2. Quantification de la biomasse des biofilms mono et multi-espéces

Les biomasses des biofilms mono et multi-especes formés in vitro par C. albicans et
P. aeruginosa co-isolés d’'un méme mucus bronchique sont déterminées par la technique

de Christensen et coll., (1985) basée sur la coloration au Crystal violet.

Les puits d’'une microplaque contenant des biofilms de 48 heures sont lavés avec du PBS
stérile en vue déliminer les cellules non adhérentes a la surface des puits.

La microplaque est séchée en position inversée pendant 15 minutes a température
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ambiante puis 100uL de méthanol a 99% sont ajoutés aux différents puits pour fixer les
biofilms formés. Apres une incubation de 10 minutes a température ambiante, 100uL de
la solution de Crystal Violet sont additionnés et la microplaque est réincubée pendant
20 minutes a température ambiante. L'exces du Crystal violet est éliminé et 150uL d'acide
acétique (33%) sont ajoutés dans tous les puits pour solubiliser le colorant lié aux cellules
adhérentes (Stepanovi¢ et coll., 2000)

La biomasse des biofilms formés est mesurée par lecture de la densité optique a une

longueur d’onde de 570nm dans un lecteur de microplaques (Biochrom Asys UVM340).

Selon les valeurs des densités optiques, les souches sont classées en non formatrices
de biofiims (DO < DOc), faiblement formatrices de biofiims (DOc < DO =< 2xDOQOc),
modérément formatrices de biofilms (2xDOc < DO < 4xDOQc) et fortement formatrices de
biofilms (DO > 4xDOc) (Kodori et coll., 2021).

(DOc = DO de contrdle négatif)

6. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des antifongiques et
des antibiotiques vis-a-vis des cellules sessiles de C. albicans et de P. aeruginosa

co-isolées d’un méme mucus bronchique

Les CMiIs de 'amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis des cellules sessiles de
C. albicans et les CMIs de la ceftazidime, I'imipénem, 'amikacine, la gentamicine, la
ciproflaxacine et la colistine vis-a-vis des cellules sessiles de P. aeruginosa sont

déterminées selon le protocole de Pierce et Coll., (2008).

Cette méthode est basée sur la réduction du XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-
phenyl)-2H-tetrazolium-5-caboxanilide) en formazan par les cellules viables au sein d’'un

biofilm.

Pour nos expériences, nous avons utilisé un autre indicateur de viabilité des cellules, le
MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium), un composé de
couleur jaune qui est réduit en formazan de couleur pourpre par des cellules viables au

métabolisme actif (Riss et coll., 2004).
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Les biofilms mono et multi-espéces de C. albicans et de P. aeruginosa sont formés dans
les puits d’'une microplaque en polystyrene a fond rond selon les mémes protocoles

décrits préecédemment.

Apres une incubation de 48 heures a 37°C, les surnageants sont écartés et les biofilms
mono et multi-espéces matures formés sont lavés deux fois avec du PBS stérile pH7,4 ;
10mM. 100uL de solution d’antimicrobiens sont ajoutés a des concentrations croissantes
finales allant de 0,125 a 64ug/mL pour les antifongiques et de 1 a 512ug/mL pour les

antibiotiques.

Apres incubation de 24 heures a 37°C, les microplaques sont lavées avec du PBS stérile
pH7,4 ; 10mM et 20uL de MTT sont ajoutés dans tous les puits ensuite réincubées a
37°C pendant 2 a 3 heures. 100uL d’isopropanol acidifié sont additionnés dans les puits
des microplaques qui sont réincubées pendant 10 minutes a température ambiante. 75uL
du contenu de chaque puits sont transférés dans de nouvelles microplaques et les
absorbances sont lues dans un lecteur de microplaques Biochrom Asys UVM340 a une

longueur d’onde de 570nm.
Les SCMI sont évaluées a 80% d’inhibition selon la formule suivante :
SCMI= [1 - (DOs7onm des biofilms / DOs7onm du contrdle positif)] x 100

7. Evaluation de I’activité métabolique des biofilms mono et multi-espéces formés

par C. albicans et P. aeruginosa co-isolés d’'un méme mucus bronchique

Afin d’évaluer l'activité métabolique des biofilms formés par les souches de C. albicans
et de P. aeruginosa co-isolées d’'un méme mucus bronchique, nous avons appliqué le
protocole de Villar-Vidal et coll., (2011). Il s’agit d'une méthode colorimétrique basée
sur la réduction du MTT, dont la concentration est évaluée par la mesure de la densité
optique a une longueur d'onde de 570nm dans le milieu extracellulaire permettant ainsi

de quantifier les cellules viables au sein des biofilms.

21



Deuxieme partie Matériel et méthodes

Selon la valeur des densités optiques, les microorganismes sont classés en six

catégories distinctes :

- Catégorie +1 (DO < 0,20) : non-producteurs de biofilms

- Catégorie + 2 (DO = 0,20 a 0,39) : faiblement producteurs de biofilms

- Catégories +3 (DO = 0,40 a 0,69); +4 (DO = 0,70 a 0,99) : modérément
producteurs de biofilms

- Catégorie +5 (DO =1a 1,29), +6 (DO > 1,30) : hautement producteurs de biofilms

8. Inhibition des biofilms multi-espéces formés in vitro par C. albicans et

P. aeruginosa co-isolés d’'un méme mucus bronchique
8.1. Inhibition par des combinaisons d’antifongiques et d’antibiotiques

Nous avons utilisé le protocole de Tobudic et coll., (2009) appelé aussi technique du
carré-échiquier-damier pour tester les activités de plusieurs molécules thérapeutiques
seules et combinées vis-a-vis des biofilms mixtes formés in vitro par les souches de

Candida albicans et Pseudomonas aeruginosa.

Dans les puits d'une microplaque contenant des biofiims mixtes (Candida
albicans/Pseudomonas aeruginosa), 50uL d’un antibiotique sont déposés le long de I'axe
des abscisses et 50uL d’'un antifongique le long de I'axe des ordonnées. Les SCMI sont

déterminées selon le protocole décrit préecédemment (Pierce et coll., 2008).

L'interaction de la combinaison antifongique/antibiotique est classée en fonction de

I'Indice de Concentration Fractionnaire Inhibitrice (FICI), calculé selon la formule
suivante : FICI =A</, + B¢/ o

- Ac : CMI de l'antibiotique combiné ;

- Aa: CMI de I'antibiotique seul ;

- Bc: CMI de l'antifongique combiné ;

- Ba: CMI de I'antifongique seul.

Selon la valeur du FICI, les interactions sont regroupées en synergiques (FICI < 0,5),
indifférentes (0,5 > FICI < 4) et antagonistes (FICI > 4) (Katragkou et coll., 2015).
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8.2. Inhibition des biofilms mono et multi-espéces par des solutions salines
hypertoniques

La mesure de l'effet de la solution saline hypertonique sur la biomasse des biofilms

formés in vitro est réalisée en suivant la méthode de Michon et coll., (2014).

A partir de cultures jeunes, des suspensions levuriennes et bactériennes sont préparées
a des concentrations respectives de 10°cellules/mL et 5x10°cellules/mL dans le milieu
RPMI 1640 tamponné avec du MOPS a pH 7,4 additionné de 0%, 1%, 3%, 5%, 7%, 8%
et 10%, de NaCl.

100uL de chaque suspension (levures et bactéries) sont introduits dans les puits d’une
microplaque. Cette derniere est scellée puis placée dans une étuve a 37°C pendant

24 heures.

Les biomasses des biofilms mono et multi-especes formés in vitro par C. albicans et
P. aeruginosa co-isolés d’'un méme mucus bronchique sont évaluées par la méthode de

Christensen et coll., (1985) décrite précédemment.
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La mucoviscidose est une maladie héréditaire autosomique récessive diagnostiquée
dans le monde entier. Bien que l'espérance de vie des personnes atteintes de cette
maladie ait augmenté considérablement, elle demeure une cause de mortalité chez les
nourrissons et les jeunes enfants dans de nombreuses régions, en particulier dans les

pays a revenu faible ou intermédiaire (Da Silva Filho et coll., 2021).

Les infections pulmonaires causées par des bactéries Gram négatives et la levure
C. albicans sont fréquentes chez les patients atteints de mucoviscidose, souvent sous
forme d'infections mixtes. Les bactéries Gram négatives, comme P. aeruginosa, sont
associées a une inflammation chronique des voies respiratoires et a une détérioration de
la fonction pulmonaire, tandis que Candida albicans peut former des biofilms dans les

voies respiratoires, aggravant ainsi les symptémes (Fourie et coll., 2016).

La coexistence de ces micro-organismes dans les voies respiratoires des patients atteints
de mucoviscidose représente un défi pour le diagnostic et le traitement des infections

pulmonaires chez ces patients.

C'est dans ce contexte que nous avons entrepris ce travail au service de pneumologie et
d'allergologie de I'Hopital pédiatrique d'Oran et qui a porté, d’une part, sur la description
de la population d’enfants atteints de mucoviscidose dans I'ouest Algérien. D’autre part,
sur la recherche des altérations mixtes (Candida albicans/bactéries Gram négatives)

dans leurs mucus bronchiques afin d’améliorer leur prise en charge.
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A. Etude de la population mucoviscidosique de I’ouest Algérien

Cette étude descriptive a porté sur des enfants de l'ouest Algérien atteints de
mucoviscidose et suivis au service de pneumologie et d’allergologie pédiatriques de
I'Etablissement Hospitalier Spécialisé en pédiatrie (EHS) Pr. BOUKHROUFA Abdelkader
d’Oran.

Trente-quatre (34) patients agés entre 3 mois et 12 ans, diagnostiqués de mucoviscidose

par deux tests de la sueur positifs sont inclus dans cette étude.

Les questionnaires sont renseignés a partir des dossiers des patients qui contiennent des
informations longitudinales sur chaque patient a savoir, le bilan de santé annuel pour
I'état vital de chaque patient, la prise en charge thérapeutique, les consultations, les

hospitalisations et les données sociodémographiques.

Afin d’évaluer I'effet de la mucoviscidose sur I'état général des patients, 34 enfants en
bonne santé dont 17 gargons et 17 filles, &gés de 2 mois & 12 ans sont sélectionnés au
hasard et pour lesquels nous avons mesuré le poids, la taille et I'indice de masse

corporelle (IMC).

L’analyse des questionnaires renseignés pour chaque patient a montré que sur les
34 enfants atteints de mucoviscidose inclus dans ce travail, 16 (47%) sont de sexe
masculin et 18 (53%) de sexe féminin. Le sex-ratio est estimée a 0,9 ce qui indique que
cette maladie affecte aussi bien les garcons que les filles (Lascano-Vaca et coll., 2020).

L'age moyen est de 4,47 + 3,28 ans, avec un intervalle allant de 3 mois a 12 ans.

La répartition des patients selon leur ville d’origine est représentée sur la figure N°6.
Nous constatons que la ville d’Oran occupe la premiéere place avec dix enfants atteints
de la mucoviscidose suivie de la ville de Mostaganem et de Chlef avec cing patients.
Les villes de Tlemcen et de Mascara occupent la troisieme et la quatrieme place avec
guatre et trois patients respectivement. Les villes de Ain Temouchent, Saida et Tiaret
arrivent en cinquieme place avec deux patients et en fin la ville de Relizane avec un seul

patient.
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= Oran
= Mostaganem
= Chlef
Tlemcen
= Mascara
= Ain temouchent
= Saida
= Tiaret
= Relizane

Figure N°6: Répartition des enfants atteints de mucoviscidose selon la ville

d’origine

Les caractéristiques de la population étudiée sont regroupées dans le tableau N°1.
Nous remarquons que la consanguinité dans les familles concerne 19 couples soit un
taux de 55,8%. Ce dernier est comparable a celui retrouvé dans la région centre de
'Algérie (50%) (Boukari et coll., 2006) et en Tunisie (59%) (Boussetta et coll., 2018).
Par contre, il reste inférieur a celui rapporté au Soudan (71%) par Ibrahim et coll., (2014).
Ces taux éleveés de consanguinité sont liés aux habitudes socio-culturelles dans ces pays.

58,8% des patients présentent des antécédents familiaux liés a la mucoviscidose parmi
lesquels quatre familles ont deux enfants atteints de mucoviscidose confirmée, sept
patients ont au moins un ou deux fréres ou sceurs décédés au cours des 6 premiers mois

de leur vie, en raison de complications digestives, nutritionnelles et/ou respiratoires.
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Tableau N°1 : Caractéristiques longitudinales des enfants mucoviscidosiques de

'ouest Algérien suivis a ’EHS d'Oran

Indice de Waterlow
Insuffisance pondérale
Degré de malnutrition
Pas de malnutrition
Malnutrition modérée
Malnutrition sévere
Retard de croissance
Consanguinité des parents
Pas de consanguinité
Cousin germain (1°" degré)
Cousin éloigné
Antécédents familiaux
Non
Oui
Niveau intellectuel des parents
Primaire
Moyen
Secondaire
Université

Moyen (2 x le salaire minimum)

Sécurité sociale
Oui
Non

Moyen-Haut (3 x le salaire minimum)

Caractéristiques des patients inclus dans cette étude n =34
Taille 96,95 + 25,54 cm
Poids 14,19 £ 6,5 kg
IMC 14,24 + 2,07 kg/m?

Le niveau socio-économique des parents
Inférieur (inférieur au salaire minimum)
Moyen inférieur (salaire minimum)

84,62 £ 19,1%
19 (55,8%)

21 (61,8%)
6 (17,6%)
7 (20,6%)
10 (29,4%)
15 (44,1%)
11 (32,4%)
8 (23,5%)

20 (58,8%)
14 (41,2%)

3 (8,8%)
14 (41,2%)
11(32,4%)
6 (17,6%)

2 (5,9%)
23 (67,6%)
6 (17,6%)
3 (8,8%)

16 (47,1%)
18 (52,9%)

IMC : Indice de Masse Corporelle.

Indice de Waterlow : rapport entre le poids de l'enfant et le poids attendu pour sa taille, exprimé en

pourcentage.

Classification de la malnutrition selon Gomez (1956), basée sur le pourcentage du poids attendu pour I'age.

Variables qualitatives : Nombre (pourcentage).
Variables continues : Moyenne + écart-type.
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Une différence significative de l'indice de masse corporelle (IMC) entre les enfants
atteints de mucoviscidose et les enfants sains est observée (p=0,039). En effet, I'age
moyen des enfants atteints de mucoviscidose est de 4,47 + 3,28 ans avec un IMC moyen
de 14,24 + 2,07 kg/m?, un poids moyen de 14,19 + 6,5 kg et une taille moyenne de
96,95 + 25,54 cm. En revanche, la population témoin dont 'dge moyen est de
5,5 + 4,2 ans, présentent un IMC moyen de 16,9 + 1,5 kg/m?, un poids moyen de

18,9 + 8,8 kg et une taille moyenne de 103 £ 26 cm.

De plus, 38,2% des enfants atteints de mucoviscidose souffrent de malnutrition et 29,4%
présentent un retard de croissance. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de
Boutrid et coll., (2021).

L'age moyen du diagnostic pour les enfants inclus dans notre travail estde 1,2 + 1,5 ans.
Il est a noter qu’en 2006, 'age moyen de diagnostic en Algérie était de 2,5 £ 2,6 ans
(Boukari et coll., 2006). En Tunisie, 'dge moyen de diagnostic de cette maladie est de
8,5 = 14,4 mois (Boussetta et coll., 2018).

Un retard considérable dans le diagnostic de la mucoviscidose en Algérie est constaté
par rapport aux pays développés ou un dépistage prénatal ou néonatal est réalisé
(Brouard et coll., 2001). Ce retard de diagnostic peut s’expliquer par la non disponibilité
du test de la sueur, principal outil de diagnostic dans notre pays, qui n‘existe que dans

les villes d'Oran et de Sidi Bel Abbés au niveau de la région ouest.

Les caractéristiques cliniques des patients et les comorbidités sont regroupées dans le
tableau N°2.

Il ressort de ces données que les principales manifestations cliniques observées chez la
population étudiée sont les affections respiratoires, avec une congestion bronchique et
une toux chronique. Dans la population étudiée, 35% des enfants présentent un
hippocratisme c’est-a-dire une déformation des doigts et des ongles de la main.
Cette déformation évolue avec I'age des enfants atteints de mucoviscidose. Le taux de
I'hippocratisme digital, passe de 18,2% chez les moins de deux ans a 50% chez les plus
de six ans. Ces résultats sont en accord avec ceux de Boukari et coll., (2006) et de
Boussetta et coll., (2018).
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Tableau N°2 : Caractéristiques cliniques des enfants mucoviscidosiques de I'ouest

Algérien
<2ans 2-6ans 6 -12 ans
n=11 n=9 n=14

Maladies respiratoires

Toux chronique 11 (100%) 9 (100%) 14 (100%)

Congestion bronchique 11 (100%) 8 (88,9%) 14 (100%)

Hippocratisme digital 2 (18,2%) 3 (33,3%) 7 (50%)
Maladies digestives

Douleurs abdominales 0 2 (22,2%) 5 (35,7%)

Diarrhée chronique 7 (63,6%) 5 (55,6%) 10 (71,4%)

Insuffisance exocrine 11 (100%) 9 (100%) 14 (100%)

Carence en vitamines liposolubles | 11 (100%) 9 (100%) 14 (100%)
Comorbidités

Obstruction intestinale distale 0 1(11,1%) 0

Prolapsus rectal 0 0 1(7,1%)

Dénutrition 5 (45,4%) 1(11,1%) 7 (50%)

Anorexie 4 (36,4%) 2 (22,2%) 6 (42,9%)

Déformation thoracique 3 (27,3%) 3 (33,3%) 6 (42,9%)

Bronchopneumonie sévére 4 (36,4%) 3 (33,3%) 3(21,4%)

Asthme 1(9,1%) 1(11,1%) 2 (14,3%)
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Par ailleurs, tous les patients présentent des troubles digestifs, une insuffisance exocrine,
une carence en vitamines liposolubles et 64,7% d’entre eux ont une diarrhée chronique.
Pour pallier a ces troubles digestifs, les enfants sont placés sous extraits pancréatiques
(Boutrid et coll., 2021).

Pour les comorbidités, nous constatons que deux patients 'un &gé de 4 ans, l'autre de
10 ans souffrent d'obstruction intestinale distale et de prolapsus rectal respectivement.
38,2% des patients souffrent de dénutrition, 35,3% d'anorexie, 29,4% de
bronchopneumonie sévere et 4 patients (11,8%) d’asthme. Une augmentation des cas
de déformation thoracique est également observée chez ces patients, qui passe de
27,3% chez les moins de deux ans a 42,9% chez les plus de six ans.

Le nombre de déces observeé lors de ce travail est de 3 enfants soit un taux de 8,8% avec
un age moyen de 9 + 2,6 ans. Les causes du déces sont dominées par les exacerbations

pulmonaires et une insuffisance respiratoire.

En ce qui concerne le niveau socio-économique, 74% des familles appartiennent aux
classes inférieure et moyenne inférieure, avec un revenu mensuel ne dépassant pas
40.000 DA/mois soit deux fois le Salaire National Minimum Garanti (SNMG) établi par le
gouvernement Algérien depuis avril 2021. En outre, seulement 50% des parents ont un
niveau scolaire secondaire ou universitaire et prés de 53% n'ont pas de couverture

sociale et la mucoviscidose n’est pas classée avec les maladies chroniques en Algeérie.

Selon Crowley et coll., (2020), le faible niveau socio-économique est associé a une
détérioration significative de la fonction pulmonaire et de I'état nutritionnel ce qui peut
expliquer les résultats de santé des 34 enfants atteints de mucoviscidose inclus dans

cette étude.

Bien que le traitement de la mucoviscidose soit basé, dans les pays développés, sur
'administration de modulateurs de la CFTR, la prise en charge de cette maladie, repose
dans les pays en développement, sur un traitement de base comprenant des enzymes
pancréatiques, des compléments nutritionnels, des agents mucolytiques (solution saline
hypertonique) et des antibiotiques par voie orale, par inhalation ou par injection

intraveineuse selon les besoins (Castellani et coll., 2018).
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Les enfants atteints de mucoviscidose et suivis au centre de 'EHS spécialisé en pédiatrie
d’Oran recgoivent une antibiothérapie curative pour contrbler I'exacerbation broncho-
pulmonaire. En effet, 24 patients (70,6%) hospitalisés pour une infection pulmonaire, ont
éte traités par la ceftazidime et I'amikacine en intraveineuse. 19 (55,8%) ont recu une
aérosolthérapie qui correspond a une inhalation & long terme de colimycine. Par ailleurs,
deux patients (5,8%) sont placés sous oxygénothérapie en raison d'une insuffisance
respiratoire et une supplémentation orale en NaCl est prescrite a sept patients. Des sirops
polyvitaminés et des extraits pancréatiques sont administrés a tous les patients. Il est

important de signaler qu’aucune transplantation pulmonaire n’est réalisée.

Des physiothérapeutes réalisent des séances de physiothérapie respiratoire pour tous
les patients avec une formation des parents afin qu’ils puissent reproduire les mémes

mouvements a domicile.

Ce traitement de base, estimé a environ 4500 DA/mois, soit le quart du salaire minimum,
reste onéreux principalement pour les familles qui ne bénéficient pas de couverture

sociale.

Cette partie de notre travail a fait 'objet d’'une publication internationale dans une revue
de la catégorie A IF : 3.1 (Bendoukha et coll., 2023, DOI : 10.1002/ppul.26939)
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B. Etude microbiologique

1. Détermination des altérations mixtes levures/bactéries dans les mucus

bronchiques

Entre avril 2019 et mars 2020, 67 mucus bronchiques sont récupérés chez 34 enfants
atteints de mucoviscidose, suivis au service de pneumologie et d’allergologie de I'hopital
pédiatrique d’Oran, parmi lesquelles 64 ont donné une culture positive soit un taux
d’altération globale de 96%. Ce taux est comparable a celui retrouvé en Australie par
Frayman et coll., (2017) soit 98%.

Les altérations multi-espéces sont majoritaires avec un taux de 80%. Ce taux est
nettement supérieur a celui rapporté en Suede par Haiko et coll., (2019) qui n’était que

de 32,6%. Quant aux altérations mono-espeéces, elles ne représentent que 20%.

La détermination des genres des microorganismes responsables de ces altérations a
montré que 51% des altérations mixtes sont causées par des levures et des bactéries en
méme temps, tandis que 49% sont provoquées par différentes espéces bactériennes.
En revanche, pour les altérations mono-espéces, 69,2% sont d’origine bactérienne et

30,8% d’origine fongique (figure N°7).
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Figure N°7 : Taux des altérations mono et multi-espéces

Les résultats de [lanalyse microbiologique des altérations polymicrobiennes

levures/bactéries sont représentés sur la figure N°8.

33



Troisieme partie Résultats et discussion

B Candida sp/ Bactéries Gram / Bactéries Gram®
B Candida sp/ Bactéries Gram

MW Candida sp/ Bactéries Gram*

Figure N°8 : Répartition des altérations multi-especes levures/bactéries

Au total, 26 associations sont isolées des mucus bronchiques des enfants atteints de
mucoviscidose de I'ouest algérien. Nous constatons que les altérations levures/bactéries
Gram négatives/bactéries Gram positives sont prédominantes avec un taux de 50%
(N=13), suivies des altérations levures/bactéries Gram négatives, qui font I'objet de ce
travail avec un taux de 27% (N=7). Enfin les associations levures/bactéries Gram

positives sont retrouvées avec un taux de 23% (N=6) (Gourari-Bouzouina et coll.,

2024).

Les 7 altérations mixtes levures/bactéries Gram négatives sont retrouvées chez 4 filles

ageées de 2, 8 et 10 ans et 3 garcons agés de 3 mois et 6 ans (figure N°9)

M Gargon
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I W Fille
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Figure N°9 : Répartition des altérations levures/bactéries a Gram négatif selon le

sexe et I’age des enfants mucoviscidosiques
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2. Identification des levures et des bactéries a Gram négatif co-isolées d’'un méme

mucus bronchique

Les résultats de l'identification des levures et des bactéries a Gram négatif co-isolées

d’un méme mucus bronchique sont représentés sur la figure N°10.

m C. albicans/ P. aeruginosa

m C. albicans/ P. aeruginosa/ A.
xylosoxidans

m C. tropicalis/A. baumannii

C. glabrata/E. cloacae

C. glabrata/ S. marcescens

Figure N°10 : Identification des levures et des bactéries a Gram négatif co-isolées

d’un méme mucus bronchique

Sept levures appartenant toutes au genre Candida dont quatre Candida albicans, deux
Candida glabrata et une Candida tropicalis, sont isolées. Nous constatons que I'espéce
Candida albicans occupe la premiére place avec un taux de 57% suivie des espéces

Candida glabrata et Candida tropicalis avec des taux respectifs de 28,5 et 14,5%.

Candida albicans est I'espéce dominante dans nos isolats cliniques, ceci est en accord
avec les travaux de Schwarz et coll., (2018a) qui ont montré que cette espéce est
souvent isolée des expectorations de patients atteints de mucoviscidose avec des
prévalences allant de 33,8 % a 77,9 %.

Ces levures cohabitent dans sept mucus bronchiques avec huit bactéries a Gram négatif.
L’identification de ces derniéres par galeries APl 20E et 20NE et par Vitek2 a montré que

Pseudomonas aeruginosa est I'espéce la plus retrouvée dans nos isolats cliniques avec
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un taux de 50%, suivie des especes Achromobacter xylosoxidans, Acinetobacter
baumannii, Serratia marcescens et Enterobacter cloacae représentant 12,5% chacune.

La dominance de Pseudomonas aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose
a déja éte rapportée par Haiko et coll., (2019). En effet, la présence de P. aeruginosa
dans les voies respiratoires de ces patients est utilisée comme indicateur positif de la
gravité de la maladie (Nixon et coll., 2001). Ce type d'infection accélére la détérioration
de la fonction pulmonaire et augmente le colt du traitement [(Doring et coll., 2000) ;
(Emerson et coll., 2002)].

L’espece Achromobacter xylosoxidans est retrouvée avec un taux de 14%. Cette bactérie
cohabite avec P. aeruginosa dans un méme mucus bronchique. Ce taux est comparable
a celui rapporté par Lambiase et coll., (2011) qui ont montré qu’environ 17,6% des
patients atteints de mucoviscidose présentent au moins une culture positive a
Achromobacter xylosoxidans, dont 11,3% étaient co-colonisés par Pseudomonas

aeruginosa.

Au total sept associations levures/bactéries a Gram négatif sont isolées ou I'espece
Candida albicans cohabite avec Pseudomonas aeruginosa dans 3 mucus bronchiques
soit un taux de 44% et avec Pseudomonas aeruginosa et Achromobacter xylosoxidans
dans 1 mucus (14%). Pour les 3 autres associations, elles sont retrouveées avec un taux
de 14% chacune et dans lesquelles une levure du genre Candida cohabite avec une
bactérie a Gram négatif, il s’agit de Candida tropicalis/Acinetobacter baumannii, Candida

glabrata/Serratia marcescens et Candida glabrata/Eenterobacter cloacae.

Les altérations mixtes impliguant Candida albicans et Pseudomonas aeruginosa sont
majoritaires dans nos isolats cliniques (4 sur 7). Ces deux espéces, souvent isolées chez
les patients atteints de mucoviscidose sont considérées comme colonisateur de leurs
voies respiratoires inférieures pour C. albicans (Ziesing et coll.,, 2016) et comme
indicateur positif de la gravité de la maladie pour P. aeruginosa (Nixon et coll., 2001).
C’est pourquoi, seules les associations dans lesquelles C. albicans cohabite avec
P. aeruginosa sont retenues pour la suite de notre travaill en ['occurrence,
C. albicans11/P. aeruginosal2/A. xylosoxidansl, C. albicans12/P. aeruginosal3,
C. albicans13/P. aeruginosal5 et C. albicans14/P. aeruginosal?.
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3. Antibiogramme des souches de P. aeruginosa et d’A. xylosoxidans co-isolées

avec C. albicans d’'un méme mucus bronchique

Le tableau N°3 regroupe les résultats de I'antibiogramme des bactéries a Gram négatif

co-isolées avec C. albicans d’'un méme mucus bronchique.

Nous constatons que toutes les souches de P. aeruginosa sont résistantes a la ticarcilline
ticarcilline + acide clavulanique, la pipéracilline, la céfépime et I'aztréonam. Cependant,
100% des souches sont sensibles aux aminosides et la ciprofloxacine, 75% a la
ceftazidime et 50% a lI'imipéneme et au méropeneme. Ces résultats sont comparables a
ceux rapportés par Gailiene et coll., (2007), ou les pourcentages de sensibilité de
P. aeruginosa étaient de 78,9% pour la ceftazidime, 73,6% pour I'imipénéme, 70,9% pour

méropeneme, 54,1% pour la gentamicine et 52,5% pour la ciprofloxacine.

En revanche, A. xylosoxidans est résistante a la ticarcilline, ticarciline + acide
clavulanique, la pipéracilline, I'aztréonam, la céfépime, la gentamicine et la ciprofloxacine
alors qu’elle est sensible a I'association pipéracilline + tazobactam, la ceftazidime,
limipénéme et au méropéneme. Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux de
Lambiase et coll., (2011) qui ont montré que cette espéece isolée chez des enfants
atteints de mucoviscidose suivis au centre régional de la mucoviscidose de Naples (Italie)
était résistante a tous ces antibiotiques.

La recherche de carbapénémases chez les souches de P. aeruginosa et
d’A. xylosoxidans co-isolées avec C. albicans a mis en évidence I'existence de deux

phénotypes :
- Le phénotype béta-lactamase de classe A pour les souches Pal2, Pal5, Pal7 et Ax1l

- Le phénotype béta-lactamase de classe B (métallo-béta-lactamases), pour les souches

Pal2 et Pal3. Ces deux souches sont résistantes aux carbapénemes.

Selon une méta-analyse de 110 études réalisées dans 25 pays, il a été constaté que la
résistance aux carbapénemes des souches de P. aeruginosa isolées de patients

mucoviscidosiques était présente avec une prévalence de 43% (Saadh et coll., 2022).

De plus, le phénotype mucoide est retrouvé chez la souche multirésistante de

P. aeruginosa (Pal3).

37



Troisieme partie

Résultats et discussion

Tableau N°3: Antibiogramme de P. aeruginosa et d’A. xylosoxidans co-isolées avec C. albicans d’un méme mucus

bronchique des enfants atteints de mucoviscidose

Souches Code TIC |TCC | PIP | PTZ | CAZ | FEP | IPM | MEM |ATM | CIP | TOB | AK | GEN
P. aeruginosa 12 Pal2 R R R S S R R I R S S S S
P. aeruginosa 13 Pal3 R R R R R R R R R S S S S
P. aeruginosa 15 Pal5 R R R S S R S S R S S S S
P. aeruginosa 17 Pal7 R R R S S R S S R S S S S
A.Xylosoxidans 1 Ax1 R R R S S R S S R R I I R

R : résistant, S : sensible, | : intermédiaire

TIC : ticarcilline, TCC : ticarciline + acide clavulanique, PIP : piperacilline, PTZ : piperacilline + tazobactam, CAZ:

ceftazidime, FEP : céfépime, IPM: imipéneme, MEM : méropénéme, ATM : aztréonam, CIP : ciprofloxacine, TOB :

tobramycine, AK : amikacine, GEN : gentamicine.
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3.1. Profilage moléculaire des souches de Pseudomonas aeruginosa par
ERIC-PCR

Le typage moléculaire des souches de P. aeruginosa co-isolées avec C. albicans dans
les mucus bronchiques est effectué par la technique d’Enterobacterial Repetitive

Intergenic Consensus-Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR).

L'ERIC-PCR est un outil de typage de I'ADN appropri€, peu codteux, rapide, reproductible
et discriminant pour une surveillance épidémiologique efficace et pour la détermination
de la diversité génétique des souches cliniques de P. aeruginosa isolées du mucus

bronchique de patients atteints de mucoviscidose (Syrmis et coll., 2004).

Les profils électrophorétiques des quatre souches de P. aeruginosa sur gel d’agarose

sont représentés sur la photo N°1.

Le puits M correspond a un marqueur de taille de 100pb et les puits numérotés de 1 a 4

aux produits de ERIC-PCR des souches de P. aeruginosa étudiées.

Photo N°1 : Profils électrophorétiques des produits de I'ERIC-PCR sur gel
d'agarose 1,5%
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Les résultats obtenus révelent la présence de trois groupes distincts, un premier groupe
comprenant deux souches et deux autres groupes ne comprenant qu'une seule souche.
L’analyse du dendrogramme représenté sur la figure N°11 met en évidence une grande

similarité entre les souches Pal5 et Pal7 comparées aux autres souches étudiées.
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Figure N°11 : Dendrogramme des produits de PERIC-PCR des souches de
P. aeruginosa co-isolées avec C. albicans d’'un méme mucus

bronchique

Les souches Pal5 et Pal7 qui présentent le taux le plus élevé de similarité sont isolées
des mucus bronchiques d’une fille de Chlef agée de 8 ans et d’'un garcon de Tlemcen

agé de 6 ans.

Il est important de noter que les mucus bronchiques, récupérés directement du site de
I'infection par massage sans utilisation de dispositifs médicaux correspondent a la flore
microbienne présente dans les poumons des patients sans aucune contamination (Grant
et coll., 2012). Par conséquent, la similarité génétique observée entre les souches Pal5
et Pal7 est probablement liee au fait que ces enfants ont séjournés plusieurs fois pendant
les mémes périodes au service de pneumologie et d'allergologie de I'hépital pédiatrique
d'Oran.

Selon Renders et coll., (1996), des isolats de Pseudomonas aeruginosa génétiquement

similaires ont été obtenus chez quatre patients atteints de mucoviscidose aux Pays-Bas.
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L’espece P. aeruginosa est une cause majeure des infections pulmonaires chronigues
chez les enfants et les adultes atteints de mucoviscidose. Les techniques moléculaires
completent les données phénotypiques et permettent une meilleure compréhension de la

diversité bactérienne (Jarych et coll., 2021).

4. Etude du profil de résistance des souches de C. albicans, P. aeruginosa et

A. xylosoxidans co-isolées d’'un méme mucus bronchique

4.1. Concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B et du

voriconazole vis-a-vis des cellules planctoniques de Candida albicans

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMIs) de 'amphotéricine B et du voriconazole
vis-a-vis des souches de Candida albicans co-isolées avec les bactéries a Gram négatif

d’un méme mucus bronchigue sont regroupés dans le tableau N°4.

Tableau N°4 : CMIs de 'amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis de C. albicans

Souches CMI de ’AmB (ug/mL) Souches CMlso Vor
(nombre) 24 h 48 h (nombre) (ug/mL)
C. albicans C. albicans
0,5 0,5 0,06
ATCC10231 ATCC10231
0,06
1 0,5 0,5 1
3 0,125 0,125 3 0,03
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Les CMils de I'amphotéricine B vis-a-vis des souches de C. albicans sont de 0,125ug/mL
pour trois souches et de 0,5ug/mL pour une souche apres 24 heures d’incubation a 37°C,
ces niveaux de CMis restent inchangés aprés 48 heures d’incubation. Pour le
voriconazole, les CMlIso mesurées aprés 24 heures d’incubation a 37°C vis-a-vis de ces

mémes souches, sont 0,03ug/mL pour trois souches et de 0,06pg/mL pour une souche.

Selon les recommandations du CLSI 2008, les quatre levures de C. albicans co-isolées

avec P. aeruginosa et A. xylosoxidans sont sensibles a ces deux antifongiques.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Lepesqueur et coll., (2020) qui ont
montré que des souches de C. albicans isolées de patients atteints de mucoviscidose au

Brésil étaient sensibles a 'amphotéricine B, la flucytosine et le fluconazole.

La sensibilité de Candida sp., isolé de dispositifs médicaux, a été rapportée également
dans de nombreuses études en Algérie [(Seddiki et coll., 2015) ; (Hassaine-Lahfa et
coll., 2017) ; (Touil et coll., 2018)] ainsi qu’en Pologne par Grela et coll., (2019).

Selon Schwarz et coll., (2018b), il est rare que les levures du genre Candida soient
identifiées comme responsables d'une infection pulmonaire aigué chez les enfants
atteints de mucoviscidose, il est donc recommandé de commencer le traitement

antifongique par un dérivé azolé et de le modifier ensuite si besoin.

4.2. Concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques vis-a-vis des

souches de P. aeruginosa et A. xylosoxidans en mode planctonique

Le tableau N°5 rassemble les valeurs des CMIs des antibiotiques testés vis-a-vis des
souches de P. aeruginosa et d’A. xylosoxidans co-isolées avec C. albicans d’'un méme

mucus bronchique.
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Tableau N°5 : CMIs des antibiotiques testés vis-a-vis de P. aeruginosa et
d’A. xylosoxidans co-isolés avec C. albicans

CMils (pg/mL)
Souches

Ceftazidime Imipénéme Colistine Ciprofloxacine Amikacine Gentamicine

P.aeruginosa

ATCC 27853 . ! 0.5 0.25 2 !
Pal2 8 8 0,5 0,5 4 2
Pa13 64 16 0,5 0,5 2 1
Pal5 2 1 0.5 0,25 2 1
Pal7 2 1 0,5 0,25 2 1
Ax1 8 1 0,5 2 32 32

Les CMIs varient de 2 a 64ug/mL pour la ceftazidime, 1 a 16ug/mL pour l'imipénéeme,
0,25 a 2ug/mL pour la ciprofloxacine, 2 a 32ug/mL pour I'amikacine et 1 a 32ug/mL pour
la gentamicine. Elles sont de 0,5ug/mL pour la colistine vis-a-vis des souches de

P. aeruginosa.

Selon les normes fixées par le CLSI (2016), toutes les souches sont sensibles a la
colistine, la souche Pal2 est résistante a I'imipénéme et Pal3 est résistante a

limipénéme et la ceftazidime.

Ces résultats confirment ceux de I'antibiogramme. Les souches de P. aeruginosa multi-
résistantes aux antibiotigues sont souvent isolées des mucus bronchigues de patients

mucoviscidosiques (Sherrard et coll., 2017).

En Espagne, 11,6% de I'ensemble des isolats de P. aeruginosa provenant de patients
atteints de mucoviscidose sont résistants a lI'imipéneme (Ballestero et coll. 1996),

Nous constatons également que 25% des souches de P. aeruginosa co-isolées avec
C. albicans d’'un méme mucus bronchique sont multirésistantes. Ce taux est élevé
comparé a ceux rapportés par Gailiene et coll., (2007) en Lituanie et par Lambiase et
coll., (2011) en ltalie qui n’étaient que de 9,85% et de 19,5% respectivement.
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Les quatre enfants mucoviscidosiques chez qui ces souches sont isolées présentent une
colonisation chronique a P. aeruginosa malgré I'antibiothérapie qu’ils regoivent par voie

intraveineuse et aérosols.

Rappelons que dans le cas de la mucoviscidose, la colonisation chronique est définie par
l'isolement de P. aeruginosa a trois reprises a plus d'un mois d'intervalle sur une période
de six mois (Radoui, 2012).

De ce fait, en pratique les stratégies thérapeutiques de la mucoviscidose dépendent
largement du statut du patient vis-a-vis de cette espece. En effet, les traitements qui
visent a prévenir les infections a P. aeruginosa, devraient non seulement améliorer
considérablement la durée et la qualité de vie de ces patients mais aussi de réduire de

maniére significative les colts des soins (Mogayzel et coll., 2014).

Actuellement, le traitement standard pour éradiquer l'infection précoce ou chronique a
P. aeruginosa est basée sur linhalation d'antibiotiques tels que la tobramycine
(Yu et coll.,, 2012). D'autres stratégies peu colteuses, telle que I'utilisation non
homologuée de la gentamicine nébulisée qui s’est révélée efficace dans la prise en
charge de linfection précoce a P. aeruginosa (Van Stormbroek et coll., 2019).
Cependant, ces traitements ne sont souvent pas disponibles ou abordables dans les pays

en développement comme le nétre.

Par ailleurs, la souche d’Achromobacter xylosoxidans co-isolée avec P. aeruginosa et
C. albicans d’'un méme mucus bronchique, est résistante a la ciprofloxacine et la
gentamicine, avec des CMIs de 2ug/mL et 32ug/mL respectivement. Ces résultats sont
en accord avec ceux de Lambiase et coll., (2011), qui ont rapporté que 22,4% des isolats

d’A. xylosoxidans sont multirésistants.

De plus, en 2020, Papalia et ses collaborateurs ont montré qu’A. xylosoxidans était
résistante aux fluoroquinolones, aux aminosides et la majorité des [(-lactamines.
Les carbapénemes étaient les antibiotiques les plus efficaces ; cependant, I'émergence
d'isolats résistants a été constatée. Par conséquent, la prescription d’antibiotiques pour
les patients atteints de mucoviscidose doit étre adaptée en fonction du profil de sensibilité

des isolats individuels d'A. xylosoxidans.
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Le phénomene de multi-résistance observée chez la souche d'A. xylosoxidans est
probablement lié a l'administration répétée d'antibiotiques pour traiter les infections

causeées par P. aeruginosa (Amoureux et coll., 2013).

5. Formation des biofilms mono et multi-espéces in vitro par les souches de
C. albicans, P. aeruginosa et A. xylosoxidans co-isolées d’'un méme mucus

bronchique

Dans un premier temps, nous avons quantifié les biomasses des biofilms mono et multi-
espéeces formés in vitro par les souches co-isolées d’'un méme mucus bronchique par la
technique de coloration au crystal violet. Dans un deuxiéme temps, nous avons mesureé
I'activité métabolique de ces mémes microogranismes dans les biofilms formés par la
méthode de réduction du MTT.

5.1. Biomasses des biofilms mono et multi-espéces

La figure N°12 regroupe les résultats de la quantification de la biomasse des biofilms
mono et multi-espéces formés in vitro par C. albicans, P. aeruginosa et A. xylosoxidans

co-isolés d’'un méme mucus bronchique.

Les densités optiques des biofilms mono-especes formés par les souches de C. albicans
varient de 0,424 a 0,601. Selon la classification de Kodori et coll., (2021), les souches
Call et Cal2 sont faiblement formatrices de biofilms, tandis que Cal3 et Cal4 sont
modérément formatrices de biofilms. En revanche, les souches de P. aeruginosa et
d’A. xylosoxidans forment des biofilms avec des biomasses nettement supérieures a
celles des biofilms fongiques. Les densités optiques lues a 570nm sont comprises entre
1,841 et 2,796 pour les souches de P. aeruginosa et est de 2,512 pour A. xylosoxidans.

Toutes ces souches sont fortement formatrices de biofilms (Kodori et coll., 2021).

Ces résultats sont en accord avec ceux de Rasamiravaka et coll., (2015) qui ont montré
gue 80% des souches de P. aeruginosa isolées de patients atteints de mucoviscidose

sont formatrices de biofilms.
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Figure N°12 : Biomasses des biofilms mono et multi-espéces formés in vitro par
C. albicans, P. aeruginosa et A. xylosoxidans quantifiées par la
méthode du crystal violet

Concernant les quatre associations étudiées, les biofilms multi-especes présentent des
biomasses significativement supérieures a celles des biofilms formés par C. albicans
seule (p=0,008) et significativement inférieures a celles des biofilms formés par

P. aeruginosa et A. xylosoxidans seules (p=0,006).

L’augmentation significative de la biomasse des biofilms de C. albicans en co-culture

avec P. aeruginosa a déja été rapporté par I'équipe de Kasetty (Kasetty et coll., 2021).

La diminution de la biomasse des biofilms multi-especes comparée a celle des biofilms
bactériens mono-especes pourrait s’expliquer par la présence du farnésol, molécule du
guorum sensing produite par Candida albicans.
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Dans un biofilm mixte et afin de résister au stress oxydatif, Candida albicans produit du
farnésol qui présente un effet délétére sur Pseudomonas aeruginosa [(Westwater et
coll., 2005) ; (Cugini et coll., 2007)]. En effet, le farnésol est capable d’inhiber la motilité
d’essaimage de Pseudomonas aeruginosa, meédiée par la pyocyanine et la rhamnolipide
ainsi que la synthése de protéines responsables de sa virulence (McAlester et coll.,
2008).

5.2. CMiIs de I'amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis des cellules
sessiles de C. albicans co-isolées avec P. aeruginosa et A. xylosoxidans

d’un méme mucus bronchique

La figure N°13 présente les CMIs de I'amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis des

cellules sessiles de Candida albicans.

Les CMIs observées sont comprises entre 16 et 32ug/mL pour I'amphotéricine B et entre

2 et 16ug/mL pour le voriconazole.

Les niveaux des CMIs des deux antifongiques testés vis-a-vis des cellules sessiles de
C. albicans sont significativement supérieurs a ceux obtenus en mode planctonique
(p=0,001). Cette augmentation est de 128 fois pour 'amphotéricine B et 533 fois pour le
voriconazole. L'accroissement des SCMIs par rapport aux CMIs met en évidence le
potentiel des souches isolées a former des biofilms (Ramage et coll., 2002).

Ces résultats corroborent ceux de Bojsen et coll., (2014), qui ont montré qu’en mode
sessile, les levures du genre Candida sont jusqu'a mille fois plus résistantes aux

antifongiques que leurs homologues planctoniques.

La résistance des levures en mode biofilm peut étre dle a plusieurs mécanismes,
notamment la réduction de la pénétration des antifongiques a travers la matrice
extracellulaire, la surexpression des genes de résistance, I'augmentation de I'expression
des pompes a efflux et également la modification du métabolisme microbien (Cavalheiro
et Teixeira, 2018).
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Figure N°13 : CMIs de I'amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis des cellules
sessiles de C. albicans co-isolées avec P. aeruginosa et

A. xylosoxidans d’un méme mucus bronchique

5.3. CMiIs des antibiotiques vis-a-vis des cellules sessiles de P. aeruginosa
et A. xylosoxidans co-isolées avec C. albicans d’'un méme mucus

bronchique

Les CMils de la ceftazidime, l'imipénéme, I'amikacine, la gentamicine, la ciprofloxacine et
la colistine vis-a-vis des cellules sessiles de P. aeruginosa et A. xylosoxidans sont

représentées sur la figure N°14.
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Nous constatons que les SCMIs enregistrées pour les antibiotiques testés vis-a-vis des
souches de P. aeruginosa varient de 128 a 512ug/mL pour la ceftazidime et I'imipéneme,
32 a 64ug/mL pour I'amikacine et la gentamicine, 16 a 32ug/mL pour la ciprofloxacine et
4 a 8ug/mL pour la colistine. En ce qui concerne la souche A. xylosoxidans, les SCMIs
sont de 256pug/mL pour la ceftazidime et la gentamicine, 128ug/mL pour l'imipéneme,
I'amikacine et la ciprofloxacine et 8ug/mL pour la colistine.

Une augmentation significative des niveaux des SCMIs par rapport aux CMIs est
observée pour tous les antibiotiques testés (p= 0,001). Les SMCIs de la ceftazidime et
de I'amikacine, antibiotiques utilisés a 'EHS d’Oran pour le traitement des enfants inclus
dans ce travail, ont augmenté d’un facteur de 32 envers les souches de P. aeruginosa
Pal2 et Pal3 respectivement. Aussi, une hausse des SCMIs de I'imipénéme d’un facteur

de 128 vis-a-vis de Palb, Pal7 et Ax1 est observée.

L’accroissement des CMIs des cellules sessiles de P. aeruginosa et A. xylosoxidans
co-isolées avec C. albicans par rapport a leurs homologues planctoniques confirme que

les souches isolées sont formatrices de biofilms (Ramage et Coll., 2002).

Dans le cas de la mucoviscidose, P. aeruginosa est responsable de I'évolution de
I'infection précoce (phase libre ou planctonique) vers une infection respiratoire impliquant

la formation d'un biofilm (Sousa et Pereira, 2014).

Nous constatons également que les niveaux de SCMiIs les plus élevés de tous les
antibiotiques testés vis-a-vis des souches de P. aeruginosa isolées sont enregistrés pour
la souche Pal3 qui présente le phénotype mucoide. Ce phénotype se traduit par une
surproduction d'alginate, I'un des facteurs de virulence de cette espéce (Blanco-Cabra
et coll., 2020).

Cette souche est isolée chez une fille de 8 ans qui selon les critéres établis par Radoui
(2012), souffrait d’'une colonisation chronique a P. aeruginosa. Malheureusement, cette
patiente est déceédée au cours de la méme année d'une exacerbation et d'une

insuffisance pulmonaires.
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5.4. SCMIs de I’'amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis des souches de

C. albicans seules et associées a P. aeruginosa et A. xylosoxidans

Les résultats des SCMIs de 'amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis des souches

de C. albicans seules et associées a P. aeruginosa et A. xylosoxidans sont représentés
sur la figure N°15.
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Figure N°15 : SCMIs de 'amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis des cellules

sessiles de C. albicans seules et associées a P. aeruginosa et
A. xylosoxidans
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Les SCMIs de 'amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis des souches de C. albicans
seules sont comprises entre 16 et 32ug/mL et entre 2 et 16pg/mL respectivement. Alors
qgu’elles varient de 32 a 64ug/mL vis-a-vis des souches de C. albicans associées a

P. aeruginosa et A. xylosoxidans pour les deux antifongiques.

Nous observons une augmentation des SCMIs d’un facteur de 2 pour 'amphotéricine B
et de 16 pour le voriconazole vis-a-vis des biofilms multi-especes formés par C. albicans,
P. aeruginosa et A. xylosoxidans. Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux
d’Alam et coll., (2023) qui ont montré que la présence de P. aeruginosa dans un biofilm
mixte avec C. albicans, réduit significativement les SCMIs des antifongiques polyeniques

notamment 'amphotéricine B.

5.5. SCMIs des antibiotiques vis-a-vis des souches de P. aeruginosa et

A. xylosoxidans seules et associées a C. albicans

Les résultats des SCMIs des antibiotiques vis-a-vis des souches de P. aeruginosa et
d’A. xylosoxidans seules est associées a C. albicans sont représentés sur la figure N°16.

Nous remarquons que pour le biofilm formé par I'association Call/Pal2/Ax1, les SCMIs
de I'imipénéme, de 'amikacine et de la ciprofloxacine ont doublé comparées aux SCMIs
des biofilms mono-espéces formés par chaque espéce seule, tandis que celles de la
colistine, elles ont augmenté d’un facteur de 16. Les SCMIs de la ceftazidime et de la

gentamicine sont restées inchangées.

Pour I'association Ca12/Pa13, les SCMIs de la ceftazidime et de I'imipénéme sont
restées stables, tandis qu’elles ont augmenté d’un facteur de 4 pour 'amikacine et la
gentamicine et d’'un facteur de 16 pour la ciprofloxacine et la colistine. Pour les deux
autres associations, Ca13/Pa15 et Ca14/Pa17, 'accroissement des SCMIs est de 2 fois
pour la ceftazidime et l'imipénéme, de 4 fois pour I'amikacine, de 8 fois pour la

gentamicine et de 16 fois pour la ciprofloxacine et la colistine.
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Figure N°16 : SCMIs des antibiotiques vis-a-vis de P. aeruginosa et A. xylosoxidans seules et associées a

C. albicans
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5.6. Activités métaboliques des biofilms mono-especes et multi

espéces formés in vitro

Les résultats relatifs aux activités métaboliques de C. albicans, de P. aeruginosa et
d’A. xylosoxidans au sein des biofilms mono et multi-especes matures formés in vitro sont

regroupés sur la figure N°17.

La densité optique lue & 570nm renseigne sur le potentiel des micorogranismes a former
des biofilms mono ou multi-espéces (D0O=0,2). Elle permet également de classer les
souches en quatre catégories différentes a savoir, la catégorie +1 (non formatrices de
biofilms), la catégorie +2 (faiblement formatrices de biofilms), la catégorie +3 et +4
(modérément formatrices de biofilms) et la catégorie +5 et +6 (fortement formatrices de
biofilms) [(Valentin et coll., 2007) ; (Villar-Vidal et coll., 2011)].

Pour les biofilms mono-espéces, les densités optiques enregistrées varient de 0,458 a
0,597 pour les souches de C. albicans, de 1,03 et 0,718 pour les souches de

P. aeruginosa. Pour A. xylosoxidans, la densité optique est de 1,578
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Figure N°17 : Activités métaboliques des biofilms mono et multi-espéces obtenus

par réduction du MTT
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La répartition des souches par catégorie nous a permis de classer les souches de
C. albicans dans la catégorie +3 (modérément formatrices de biofilms), les souches de
P. aeruginosa dans les catégories +5 et +6 (hautement formatrices de biofilms) et la

souche d’A. xylosoxidans dans la catégorie +6 (hautement formatrices de biofilms).

Pour les biofilms multi-espéces, une nette diminution de l'activité métabolique est
observée pour toutes les associations étudiées par rapport a celles mesurées pour les
biofilms mono-especes formés par P. aeruginosa. Cette réduction de [activité
meétabolique est de 62,5% ; 57,2% ; 49% et 43,4% pour les associations Cal3/Palb5,
Cal4/Pal7, Call/Pal2/Ax1 et Cal2/Pal3 respectivement.

Toutes les associations appartiennent aux catégories +3 et +4 (modérément formatrices
de biofilms). Ce résultat va dans le méme sens que celui de Lopez-Medina et coll.,
(2015) qui ont rapporté que Candida albicans réduit de maniére significative I'activité

métabolique de Pseudomonas aeruginosa dans un biofilm mixte.

6. Inhibition des biofilms multi-espéces formés in vitro par C. albicans,

P. aeruginosa et A. xylosoxidans co-isolés d’un méme mucus bronchique
6.1. Inhibition par des combinaisons d’antifongiques et d’antibiotiques
6.1.1. Amphotéricine B/antibiotiques

L’amphotéricine B est combiné a cing antibiotiques, la ceftazidime (CAZ), 'amikacine

(AK), la gentamicine (GEN), la ciprofloxacine (CIP) et la colistine (COL).

Les SCMIs des combinaisons amphotéricine B/antibiotiques vis-a-vis des biofilms mixtes

sont regroupés dans le tableau N°6

La combinaison de I'amphotéricine B aux antibiotiques induit une baisse significative des
SCMIs des deux antimicrobiens vis-a-vis des biofilms multi-espéces formés in vitro pour

les quatre associations des microorganismes étudiées.

Nous remarquons que la SCMI de 'amphotéricine B a diminué d’'un facteur de 4 pour la
combinaison AmB/IPM, de 8 pour AmB/CAZ, AmB/GEN et AmB/CIP et de 16 pour
AmB/COL.
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La détermination du type d’interaction entre 'amphotéricine B et les antibiotiques est
basée sur les valeurs calculées des Indices de Concentration Fractionnelle Inhibitrice

(FICI). Les résultats obtenus sont regroupés sur le tableau N°7.

L'amphotéricine B a une interaction synergique avec quatre antibiotiques a savoir,
I'amikacine, la gentamicine, la ciprofloxacine et la colistine, tandis qu’avec la ceftazidime,

I'interaction est indifférente.

Des études antérieures ont déja mis en évidence la synergie entre 'amphotéricine B et
les antibiotiques. En effet, en 2017, Rodrigues et ses collaborateurs ont montré que
'amphotéricine B avait une intéraction synergique avec la polymixine B vis-a-vis des
biofilms mixtes C. albicans/P. aeruginosa et récemment, Benahmed et coll., (2023) ont
rapporté le méme type d’interaction entre cet antifongique et la colistine sur des biofilms

mixtes C. parapsilosis/Enterobacter cloacae.
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Tableau N°6 : Inhibition des biofilms multi-espéces formés in vitro par Plamphotéricine B et les antibiotiques

seuls et combinés

Associations AmB | CAZ | AMB/CAZ | AK | AmB/AK | GEN | AmB/GEN | CIP | AmB/CIP | COL | AmB/COL
Call/Pal2/Ax1 | 32 | 256 4/128 256 8/64 256 4/32 256 8/32 128 4/16
Cal2/Pal3 32 | 512 16/128 | 256 8/32 128 8/16 128 8/16 256 2/32
Cal3/Pal5 32 | 256 16/64 128 | 8/32 128 4/16 128 8/8 128 2/32
Cal4/Pal7 64 | 256 4/64 128 8/32 128 8/16 128 8/16 128 4/32

Tableau N°7 : Valeurs des FICI et type d’interaction entre I'amphotéricine B et les antibiotiques vis-a-vis des

biofilms multi-espéces formés in vitro par C. albicans, P. aeruginosa et A. xylosoxidans

Associations FICI Interaction | FICI Interaction | FICI Interaction | FICI Interaction | FICI Interaction
AMB/CAZ AmB/AK AmB/GEN AmB/CIP AmB/COL
Call/Pal2/Ax1 | 0,625 Indifférente | 0,5 Synergique | 0,25 Synergique | 0,375 Synergique | 0,25 Synergique
Cal2/Pal3 0,75 Indifférente | 0,5 Synergique | 0,375 Synergique | 0,375 Synergique | 0,187 Synergique
Cal3/Pal5 0,75 Indifférente | 0,5 Synergique | 0,25 Synergique | 0,312 Synergique | 0,312 Synergique
Cal4/Pal7 0,31 Synergique | 0,5 Synergique | 0,25 Synergique | 0,25 Synergique | 0,312 Synergique
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6.1.2. Voriconazole/antibiotiques

Les SCMIs des combinaisons voriconazole/antibiotiques vis-a-vis des biofilms mixtes

sont regroupées dans le tableau N°8.

Les antibiotiques testés sont 'amikacine (AK), la gentamicine (GEN), la ciprofloxacine
(CIP) et la colistine (COL).

La combinaison du voriconazole aux antibiotiques induit une baisse significative des
SCMIs des deux antimicrobiens vis-a-vis des biofilms multi-especes formés in vitro par

les quatre associations étudiées.

La SCMI du voriconazole combiné a I'amikacine ou a la ciprofloxacine a diminué d’un

facteur de 32 et d’'un facteur de 16 lorsqu’il est combiné a la gentamicine ou la colistine.

Le calcul des FICI nous a permis de classer toutes les interactions du voriconazole et des

antibiotiques testés en synergique (tableau N°9).

Une interaction de type synergique a été rapportée pour le voriconazole combiné a la
colistine sur des biofilms mono-espéces de Candida sp. au CHU de Marseille (France)
(Yousfi et coll., 2019). Cependant, aucune étude n'a encore été realisée sur I'effet de
combinaisons Voriconazole/antibiotiques sur des biofilms multi-espéces hébergeant

Candida sp.et Pseudomonas aeruginosa.
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Tableau N°8 : Inhibition des biofilms multi-especes formés in vitro par le voriconazole et les antibiotiques seuls et

combinés

Associations Vor AK Vor/AK GEN Vor/GEN CIP Vor/CIP COL | Vor/COL
Call/Pal2/Ax1 32 256 2/64 256 2/64 256 1/32 128 2/8
Cal2/Pal3 32 256 1/32 128 2/32 128 2/16 256 4/32
Cal3/Pal5 32 128 8/32 128 2/32 128 2/8 128 4/16
Cal4/Pal7 64 128 16/16 128 16/32 128 8/16 128 16/32

Tableau N°9 : Valeurs des FICI et type d’interaction entre le voriconazole et les antibiotiques vis-a-vis des biofilms

multi-espéces formés in vitro par C. albicans, P. aeruginosa et A. xylosoxidans

Associations FICI Interaction | FICI Interaction | FICI Interaction | FICI Interaction
Vor/AK Vor/GEN Vor/CIP Vor/COL
Call/Pal2/Ax1 | 0,312 Synergique | 0,312 Synergique | 0,156 Synergique | 0,125 Synergique
Cal2/Pal3 0,281 Synergique | 0,312 Synergique | 0,187 Synergique | 0,125 Synergique
Cal3/Pal5 0,5 Synergique | 0,312 Synergique | 0,125 Synergique | 0,357 Synergique
Cal4/Pal7 0,5 Synergique | 0,5 Synergique | 0,25 Synergique | 0,5 Synergique
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Les meilleures combinaisons observées sont amphotéricine B/colistine et
voriconazole/colistine. Les SCMIs de la colistine passent de 256 a 32ug/mL vis a vis des
biofilms multi-espéces Cal2/Pal3 lorsqu'elle est combinée a I'amphotéricine B ou au

voriconazole.

D'aprés Sass et coll., (2022), les isolats de P. aeruginosa provenant de patients atteints
de mucoviscidose interagissent de maniére synergique avec le voriconazole, inhibant le
meétabolisme des biofilms de plusieurs souches d'Aspergillus fumigatus. Cette interaction
est généralement médiée par la pyoverdine, mais aussi par la pyocyanine ou la
pyochéline, molécules produites par P. aeruginosa. Ces données suggérent que lors
d’'une co-infection de champignons et de P. aeruginosa, de faibles concentrations de

voriconazole pourraient suffire pour contrdler la croissance fongique.

L'utilisation de la colistine en combinaison avec des agents antifongiques est un excellent
moyen de réduire la concentration d'antifongiques habituellement utilisée en milieu
clinique (Hsu et coll., 2017). De ce fait, il serait souhaitable de proposer la combinaison
vorinonazole/colistine en pratique clinique pour la prise en charge des infections
polymicrobiennes (fongiques et bactériennes) chez les enfants atteints de

mucoviscidose.
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6.2. Inhibition par des solutions salines hypertoniques

La nébulisation d'une solution saline hypertonique réduit les exacerbations pulmonaires

chez les patients atteints de mucoviscidose mais son effet antimicrobien reste peu

exploré. Pour cela, nous avons jugé utile d’évaluer 'effet du NaCl sur les biofilms multi-

espéces formés in vitro par C. albicans, P. aeruginosa et A. xylosoxidans selon la

technique de Michon et coll., (2014).

Le NaCl est utilisé a des concentrations finales allant de 0 a 10%. Les résultats obtenus

sont représentés sur la figure N°18.
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Figure N°18: Inhibition des biofilms mono et multi-especes par des solutions

salines hypertoniques de

NacCl

Nous remarquons gue pour les quatre associations étudiées, une diminution significative

(p=0,004) de la biomasse des biofims mono et multi-espéces est observée.

61



Troisieme partie Résultats et discussion

Cette diminution est inversement proportionnelle a la concentration de NaCl. En effet,
l'inhibition des biofilms mono et multi-espéces formés in vitro atteint un maximum pour
une concentration finale en NaCl de 7%, au-dela de cette concentration le taux d’inhibition
reste inchangé pour toutes les associations testées. Pour une concentration en NaCl de
7%, le meilleur taux d’inhibition, estimé a 80%, est obtenu pour les biofilms multi-espéces.
Cependant, pour les biofilms mono-espéces, le taux d’inhibition est de 90% et 60% pour

les biofilms bactériens et fongiques respectivement.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux rapportés par Michon et ses
collaborateurs (2014), qui ont montré que pour des concentrations de NaCl supérieures
ou égales a 3%, le taux d’inhibition des biofilms de P. aeruginosa isolés de patients
atteints de mucoviscidose est de 69%. Une concentration de 10%, quant a elle, a montré

une activité bactéricide sur 90% d’isolats.

De plus, I'effet du NaCl sur les biofilms dépend de la nature des microorganismes qui les
composent. En effet, les solutions salines hypertoniques de NaCl ont une action plus
marquée sur les biofilms mono-espéces formés par P. aeruginosas ou A. xylosoxidans
(fortement formatrices de biofilms) que ceux formés par C. albicans. Cette différence
peut s'expliquer par la structure membranaire des levures de C. albicans qui les rend plus

résistantes aux solutions salines hypertoniques.

Il est important de noter que l'administration réguliere par nébulisation d'une solution
saline a une concentration de 6% ou 7% a des patients mucoviscidosiques en Australie
a amélioré significativement leurs fonctions pulmonaires avec une nette réduction des

exacerbations (Dwya deser et Coll., 2023).
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La mucoviscidose est une maladie systémique chronique souvent létale, due a une
altération du gene CFTR qui code pour la protéine CFTR régulatrice des flux
hydroéléctrolytigues transmembranaires responsables de la qualité des sécrétions
exocrines. Le dysfonctionnement de cette protéine provoque la formation d’'un mucus
épais et hypoxique et une stase des secrétions pulmonaires ce qui rend les voies
aériennes des patients mucoviscidosiques tres vulnérables a une colonisation par
Pseudomonas aeruginosa, linfection pulmonaire prédominante dont la présence
influence I'évolution de la maladie et la chronicité entraine une mortalité plus importante

chez les patients infectés (Hgiby, 2000).

Il s’agit d’'un germe opportuniste hautement infectieux qui est souvent associé a d’autres
pathogenes tels que Candida albicans entrainant ainsi la formation de biofilms
polymicrobiens hautement résistants aux traitements habituels et au systeme immunitaire
de I'héte.

En Algérie, la fréquence de la mucoviscidose est inconnue. Les premiéres études ont été
publiées en 1969, et depuis, peu de recherches ont été menées. La plupart des études
ont décrit les mutations CFTR et les signes cliniques chez les patients algériens, mais
aucune étude épidémiologique ou microbiologique sur les infections pulmonaires
causées par des bactéries Gram négatives et des levures du genre Candida n'a été
réalisée.

C’est dans ce contexte, que nous avons entrepris cette étude au service de pneumologie
et d'allergologie de I'HOpital pédiatrique d'Oran. Notre objectif dans un premier temps,
consiste a faire une caractérisation et une description de la population d'enfants atteints
de mucoviscidose dans l'ouest Algérien. Dans un deuxiéme temps, nous avons
recherché les altérations mixtes impliquant a la fois les bactéries a Gram négatif et les

levures de I'espéce Candida albicans dans le mucus bronchique de ces patients.

Cette étude a porté sur 34 enfants atteints de mucoviscidose dont 16 gargons et 18 filles
agés de 3 mois a 12 ans, pris en charge a I'népital pédiatrique d'Oran, le premier centre
national de référence pour la mucoviscidose en service depuis 2008. Ce nombre qui
correspond aux enfants mucoviscidosiques de neuf wilayas de I'ouest Algérie ne refléte

pas la réalité. Cela s’explique par le fait que la mucoviscidose est sous-diagnostiquée
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dans notre pays en raison de l'inaccessibilité des tests génétiques et de I'acces limité au
test de la sueur dans les centres de santé publics.

En plus de cela, il y a un manque de campagnes de sensibilisation sur cette maladie
aupres des professionnels de la santé et des familles des patients en particulier dans les

zones rurales.

La caractérisation de cette population a montré que la consanguinité concerne
19 couples, soit 55,8% des familles. Parmi les patients, 56% souffrent d'insuffisance
pondérale. Le diagnostic est souvent tardif, avec un age moyen de 1,2 = 1,5 ans,

contrairement aux pays développés ou un dépistage néonatal est effectué.

Les principales manifestations cliniques chez tous les patients sont représentées par des
affections respiratoires telles qu’'une congestion bronchique et une toux chronique, ainsi
gue des troubles digestifs, une insuffisance exocrine et une carence en vitamines
liposolubles. En termes de comorbidités, 38,2% des patients souffrent de malnutrition,
29,4% de bronchopneumonie sévere et 11,8% d'asthme. En conséquence, trois patients
(8,8%) sont décédés a un age moyen de 9 £ 2,6 ans, principalement en raison d'une
insuffisance respiratoire. Prés de 74% des familles sont issues des classes inférieure et
moyenne inférieure, seul 50% des parents ont un niveau d'éducation secondaire ou
universitaire et 53% ne bénéficient pas de protection sociale. Il estimportant de noter que

la mucoviscidose n'est pas considérée comme une maladie chronique en Algérie.

La mucoviscidose est une maladie qui réduit I'espérance de vie. En Algérie, la condition
des enfants atteints de cette maladie se dégrade rapidement. Malgré les efforts des
professionnels de la santé, la prise en charge demeure insuffisante comparée a celle des

pays développés.

Le deuxieme volet de cette étude a porté sur I'analyse microbiologique de 67 mucus
bronchiques prélevés entre mars 2019 et avril 2020 chez 34 enfants de I'ouest Algérien

atteints de mucoviscidose.

Sur un total de 67 mucus bronchiques prélevés, 64 se sont révélés positifs, soit un taux

d'altération de 98%. Les altérations mixtes représentent 80%, avec 51% causées par des
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levures et des bactéries dont 27% sont altérés par Candida albicans et des bactéries
Gram négatives, dominées par Pseudomonas aeruginosa (50%).

Quatre associations de Candida albicans/bactéries a Gram négatif sont identifiées.
C. albicans cohabite avec P. aeruginosa dans trois associations et avec P. aeruginosa et

Achromobacter xylosoxidans dans une association.

La caractérisation moléculaire des souches de P. aeruginosa par ERIC-PCR a montré
gue les souches Pa15 et Pa17 isolées des mucus bronchiques d’une fille de Chlef agée
de 8 ans et d’'un gargon de Tlemcen agé de 6 ans, présentent le taux le plus élevé de
similarité (200%). Cette similarité génétique est probablement liée au fait que ces enfants
ont séjournés ensemble plusieurs fois au service de pneumologie et d'allergologie de

I'ndpital pédiatrique d'Oran.

De plus, les enfants atteints de mucoviscidose regoivent une antibiothérapie curative pour
contrbler les exacerbations broncho-pulmonaires, avec des traitements incluant la
ceftazidime et I'amikacine sans aucun traitement antifongique. Or, les levures du genre
Candida sont retrouvées dans nos prélevement avec un taux 46,2%. De ce fait, il est

important d’introduire un antifongique dans la prise en charge de ces enfants.

Toutes les souches de P. aeruginosa co-isolées avec C. albicans d’'un méme mucus
bronchique sont fortement formatrices de biofilms, tandis que celles de C. albicans le sont

faiblement & modérément.

L'activité métabolique des biofilms mixtes a diminué par rapport a celle des biofilms
mono-espéces bactériens, indiquant que l'interaction entre C. albicans et P. aeruginosa
est de type antagoniste. Deux souches de P. aeruginosa (Pal2 et Pal3) se sont révélées
résistantes a l'imipéneme et présentant un phénotype de métallo-béta-lactamases.
La souche Pal3 est a la fois multirésistante et mucoide, avec les CMIs et SCMIs les plus
elevées. Achromobacter xylosoxidans co-isolée avec P. aeruginosa et C. albicans,
présente également une multirésistance a plusieurs béta-lactamines, aminoglycosides et
la ciprofloxacine. En revanche, toutes les souches de Candida albicans sont sensibles

aux deux antifongiques testés, 'amphotéricine B et le voriconazole.
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Une augmentation significative des niveaux des SCMiIs par rapport aux CMIs a été
observée pour tous les antimicrobiens testés. Elle atteint un facteur de 128 pour
'amphotéricine B et l'imipénéeme. La détermination des activités métaboliques des
biofilms multi-espéces (C. albicans/P. aeruginosa) par réduction du MTT a permis de

classer ces souches dans la catégorie modérément formatrice de biofilms.

Pour inhiber les biofilms multi-espéces formés in vitro par C. albicans, P. aeruginosa et
A. xylosoxidans co-isolés d'un méme mucus bronchigue, nous avons testé différentes
combinaisons d'antifongiques et d'antibiotiques. Les meilleures combinaisons étaient
amphotéricine B/colistine et voriconazole/colistine. Pour augmenter l'efficacité des
traitements antibiotiques, il serait bénéfique d'introduire des antifongiques, en particulier
le voriconazole qui présente moins d’effets toxiques vis-a-vis des cellules animales hotes

gue l'amphotéricine B.

Nous avons également testé I'efficacité des solutions salines hypertoniques et avons
constaté qu'a une concentration de 7% de NaCl, nous obtenons le meilleur taux
d’inhibition estimé a 90% pour les biofilms bactériens, 60% pour les biofilms fongiques et
80% pour les biofilms mixtes. La nébulisation de solutions salines hypertoniques est une
approche thérapeutique relativement simple et accessible qui peut étre utilisée pour aider
a dégager les voies respiratoires, réduire la fréquence des exacerbations pulmonaires et

améliorer la qualité de vie des patients atteints de mucoviscidose.

Le codt du traitement de base, environ 4500 DA par mois, est élevé pour les familles sans
couverture sociale (53%). Par conséquent, il est essentiel d'inclure cette maladie dans la
liste des maladies chroniques. Il est recommandé de généraliser le test de la sueur a
I'échelle nationale et d'instaurer le dépistage néonatal afin de permettre un diagnostic

précoce et une meilleure prise en charge de la mucoviscidose.
Pour compléter ce travalil, il serait intéressant de :

- Faire une étude épidémiologique en vue de recenser tous les malades atteints de
mucoviscidose en Algérie et de créer un registre national.

- Réaliser une étude descriptive de la population mucoviscidosique adulte en Algérie.

- Evaluer Tlefficacité des associations d’antimicrobiens (antibiotiques/antifongiques)

in silico et in vivo
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Annexe N°1

QUESTIONNAIRE POUR L’ENQUETE SUR LA MUCOVISCIDOSE

IDENTIFICATION

Nom : Prénom :
Sexe mlod 0%

Date de naissance :

Lieu de naissance :

Adresse : Wilaya :

Numeéro de téléphone :

Consanguinité des parents :

Nombre d'enfants dans la fratrie :

Nombre d'enfants atteints de mucoviscidose :

Déceés dans la fratrie :

Antécédents familiaux de mucoviscidose : /C’est qui ?:

Age au début des symptomes (année et mois) :

Age de diagnostic de la maladie (année et mois) :
Age au moment du diagnostic (année et mois) :

Age d'hospitalisation dans le service (année et mois) :

Niveau intellectuel des parents :

Niveau socio-économique :

SYMPTOMES

Atteinte respiratoire et ORL
JToux chronique.
[J Encombrement bronchique
[J Respiration sifflante, asthme
[J Broncho-pneumopathies sévéres ou récidivantes
[J Sinusite chronique symptomatique
[J Polyposes naso-sinusiennes
FEV1 (Forced Expiratory Volume) : /Saturation Pulsée en O2 (Sp02) :

Atteinte digestive :
LJ Diarrhée chronique/stéatorhée/malabsorption
[J Syndrome d’obstruction intestinale distale

CJ Douleur abdominale

U Prolapsus rectal

(J Hépatopathie chronique

L) Diabéte

L) Coup de chaleur avec déshydratation hyponatrémique
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Annexe N°1
Statut nutritionnel :
(J Anorexie
[J Retard de croissance/malnutrition

Alimentation : [ Normale U Hypercalorique U Hyper protidique
Niveau d’Activité physique : (O Trés actif () Actif () Faiblement actif (] Sédentaire

DONNEES A L’ADMISSION

Date :

Motif d'hospitalisation :

Poids du patient (DS) : Taille du patient (DS) :
Rapport P/T (%) : Indice de masse corporelle :

Atteinte respiratoire symptomatique : [Jouiou (JNon
Atteinte digestive symptomatique : (J ouiou [JNon
Sa02

BILAN HEMATOLOGIQUE ET BIOCHIMIQUE

FNS : GB: /mm3, Hb: g/dL, plg: /mm3

CRP:

Hémostase : TP %, TCK sec

Biochimie : Glycémie a g/L, Urée g/L, créatinine mg/L, protides  g/L, albumine
Bilan hépatique : ASAT : Ul/L, ALAT: UI/L.

lonogramme sanguin : Na + mmol/L, K+ mmol/L

BILAN RADIOLOGIQUE

() TDM thoracique : dilatation des bronches
[JEFR : VEMS (en % de la valeur théorique)

(J CVF (en % de la valeur théorique)
() VEMS / CVF (%)

(J Echo ceoeur : HTAP
(J TDM des sinus : Pansinusite

DIAGNOSTIC
[J Teste de sueur : / Date : /Lieu :
Technique : / Poids de la sueur (mg) : / Valeur (mmol/l) :
(J Genetique : / Date : /Lieu :
/ Mutation 1 : / Mutation 2:
TRAITEMENT

() Kinésithérapie respiratoire :
() Aérosolthérapie au long cours (= 3 mois)
[J  Sérum salé hypertonique
[J  Antibiotiques inhalés
[J  Corticoides inhalés
[J Oxygénothérapie et ventilation au long cours (= 3 mois) :
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[J Extraits pancréatiques

[J Vitamines liposolubles

[J Supplémentation orale au long cours (= 3 mois)
) Nutrition entérale au long cours (= 3 mois)

[J Acide ursodesoxycolique

[J Vaccinations contre la grippe.

MICROBIOLOGIE

ECBC a l'inclusion

Statut Vis-a-vis Pseudomonas :[J Absence, [ Primo-infection, [J Colonisation intermittente,
(J Colonisation chronique

Nombre d'ECBC réalisés dans l'année :
ECBC1:
ECBC 2:
ECBC 3:
ECBC 4 :

Dernier ECBC

EVOLUTION DE LA MALADIE

Suivi
Décédé Age de décés en année
Nb d'hospitalisations
Dernier Poids [DS]
Derniére Taille [DS]
Dernier Poids / poids idéal pour la taille
Dernier Indice de corpulence
[J Atteinte respiratoire symptomatique
() Déformation thoracique- Hippocratisme digital
[J Atteinte digestive symptomatique
(J Intolérance au glucose- Diabéte

(JUn hippocratisme digital
UPrise en charge psychologique

() Dépression
[J Intervention chirurgicale /Type de chirurgie :

U Transplantation [Type de greffe :
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Résumé :

La mucoviscidose est considérée comme étant une maladie rare en Algérie et les données cliniques et démographiques sont
incomplétes en raison de I'absence d'un registre médical national. C’est pourquoi, nous avons entrepris ce travail qui a porté sur
deux volets. Le premier consiste a faire une étude multicentrique visant a caractériser la population atteinte de mucoviscidose dans
l'ouest algérien. Le deuxiéme volet, est consacré a la recherche des altérations polymicrobiennes C.albicans/bactéries a Gram
négatifs dans les mucus bronchiques de ces patients.

Les résultats obtenus ont montré que sur les 34 enfants, dont 16 garcons et 18 filles, atteints de mucoviscidose suivis & 'EHS d'Oran
inclus dans cette étude, 15 seulement ont été diagnostiqués avant I'age de 6 mois. Tous les patients présentent des manifestations
respiratoires et digestives, 33 un encombrement bronchique, 10 une bronchopneumonie sévere et 4 sont asthmatiques.

De plus, 25 enfants sont d’'un niveau socio-économique faible a intermédiaire et 18 n’ont pas de couverture sociale. Trois patients
sont décédés a un 4ge moyen de 9 ans a cause d'une insuffisance respiratoire.

Par ailleurs, d’avril 2019 a mars 2020, sur un total de 67 mucus bronchiques prélevés, 64 se sont révélés positifs, soit un taux
d'altération de 98%. Les altérations mixtes représentent 80%, avec 51% causées par des levures et des bactéries dont 27% sont
altérés par Candida albicans et des bactéries Gram négatives, dominées par Pseudomonas aeruginosa (50%).

Quatre associations de Candida albicans/bactéries a Gram négatif sont identifiées. C. albicans cohabite avec P. aeruginosa dans
trois associations et avec P. aeruginosa et Achromobacter xylosoxidans dans une association.

En mode planctonique, toutes les souches de C. albicans sont sensibles a 'amphotéricine B et au voriconazole. En revanche, les
souches de P. aeruginosa et d’A. xylosoxidans sont résistantes a tous les antibiotiques testés (la ceftazidime, I'imipénéme,
I'amikacine, la gentamicine, la ciprofloxacine et la colistine). Par ailleurs, toutes les souches testées sont formatrices de biofiims
mono et multi-especes in vitro. En mode sessile, les SCMIs sont jusqu'a 128 fois plus élevées que les CMIs. Le traitement des
biofilms par des combinaisons d'antifongiques et d'antibiotiques a montré des interactions de type synergique et d'indifférente avec
une réduction significative des SCMIs. La solution saline hypertonique a 7% s’est montré également efficace pour I'inhibition des
biofilms.

Mots clés : Mucoviscidose, étude multicentrique, Candida albicans/ Pseudomonas aeruginosa, inhibition biofilms mixtes,
combinaisons d’antimicrobiens, ouest Algérien

Abstract:

Cystic fibrosis is considered a rare disease in Algeria, and clinical and demographic data are incomplete due to the absence of a
national medical registry. For this reason, we undertook this work, which has two parts. The first part is a multicenter study to
characterize the population affected by cystic fibrosis in western Algeria. The second part focuses on investigating polymicrobial
alterations of C. albicans/Gram-negative bacteria in the bronchial mucus of these patients.

Results showed that of the 34 children (16 boys and 18 girls) with cystic fibrosis followed at the Oran EHS included in this study, only
15 were diagnosed before the age of 6 months. All patients presented with respiratory and digestive manifestations, 33 with bronchial
congestion, 10 with severe bronchopneumonia and 4 with asthma. In addition, 25 children were of low to intermediate socio-economic
status, and 18 had no social security coverage. Three patients died at an average age of 9 years from respiratory failure.
Furthermore, from April 2019 to March 2020, out of a total of 67 bronchial mucus samples, 64 were positive, representing a 98%
alteration rate. Mixed alterations accounted for 80%, with 51% caused by yeasts and bacteria, of which 27% were altered by Candida
albicans and Gram negative bacteria, dominated by Pseudomonas aeruginosa (50%).

Four Candida albicans/Gram-negative bacteria associations have been identified. C. albicans cohabits with P. aeruginosa in three
associations, and with P. aeruginosa and Achromobacter xylosoxidans in one association.

In planktonic mode, all C. albicans strains are sensitive to amphotericin B and voriconazole. In contrast, P. aeruginosa and A.
xylosoxidans strains were resistant to all the antibiotics tested (ceftazidime, imipenem, amikacin, gentamicin, ciprofloxacin and
colistin). In addition, all the strains tested form single and multi-species biofilms in vitro. In sessile mode, SCMIs are up to 128 times
higher than MICs. Treatment of biofilms with combinations of antifungals and antibiotics showed synergistic and indifferent
interactions with a significant reduction in SCMIs. Hypertonic saline at 7% was also shown to be effective in inhibiting biofilms.

Key words: Cystic fibrosis, multicenter study, Candida albicans/ Pseudomonas aeruginosa, mixed biofilm inhibition, antimicrobial
combinations, western Algeria
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