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| ntroduction

I ntroduction

Les personnes hospitalisées sont souvent exposéees au risque d’attraper des infections
microbiennes et surtout bactériennes qui sont communément regroupés sous le terme
d’infections nosocomiales parmi les bactéries les plus retrouvés le genre Pseudomonas et

rapporté comme une infection redoutable dans plusieurs services.

L’espéce Pseudomonas aeruginosa est ubiquitaire, retrouvée dans la plupart des
niches écologiques. Son intérét meédical réside principalement dansle fait quelle est
responsable dinfections opportunistes , souvent graves et difficiles a guérir, en raison

d'une forte résistance a de nombreux antibiotiques ( Veron,1983) .

Pseudomonas est aujourd’hui clairement reconnu comme un pathogéne nosocomial
majeur chez les patients immunocompromisou affaiblis, ains que dans le cadre de la
mucoviscidose (Mesaros et al ., 2007) . Ce qui va poser un probleme de traitement des

patients touchés par ces infections.

Cette bactérie dispose de nombreux facteurs de virulence (lipopolysaccharide,
protéases, lipases...), la fonction des protéases a été seulement rattachée au changement
ou a la digestion des protéines comme source de nourriture. De plus en plus il apparait
clairement gue I'hydrolyse d'une liaison peptidique des protéines peut avoir une large
gamme de fonctions biologiques qui peuvent étre trés subtiles et spéecifiques (Hoge et al .,
2010).

Toujours selon Hoge et al. (2010) et Bentzmann et Plésiat (2011) .Les protéases
peuvent influencer un grand spectre de fonctions biologiques inclues dans le processus
infectieux .Qui n’est pas seulement une simple et rapide multiplication des cellules
bactériennes dans I’organisme humain. Pseudomonas aeruginosa aun impressionnant

arsenal de protéases efficientes aidant a |’établissement et le maintient de I’infection.

Vu I’importance de I’activité protéolytique des Pseudomonas dans le processus
infectieux il serait profitable de voir la capacité des souches d’origine hospitaliére
(service de réanimation et d’urologie) par I’estimation semi quantitative de diffusion sur

plaques et d’étudier sa resistance aux antibiotiques.
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1. Le genre Pseudomonas

1.1. Description du genre
Bactéries mobiles gréce a une ciliature polaire. se cultivant sur des milieux

usuels non enrichis ,utilisent de nombreux substrats hydrocarbonés pour leur nutrition
carbonée et leur énergie . Ayant un type respiratoire aérobie strict et un métabolisme
chimio-organotrophe oxydatif. Mésophile, P. aeruginosa est I’espéce-type, tandis que

la majorité des espéces sont psychrotrophes (Tab. 1).

Tableau 1: Types trophiques vis-a-vis de la température de croissance bactérienne.

Psychrophile Psychrotrophe Mésophile Thermophile Hyperthermophile

T, -4°C 0°C 5-10°C 25°C 45°C
T, <15°C =25°C =30°C >45°C =65°C
Ty <20°C >25°C <50°C >50°C >70°C

Les classes thermiques de croissance des espéces bactériennes sont distinguées sur la base de trois
températures cardinales : T, est la température optimale de croissance (a laquelle le taux de croissance est
maximal), T, et T, sont respectivement les températures minimale et maximale de croissance, en dessous et
au dessus desquelles aucune croissance n'est observée (Marita et al., 1975).

Les Pseudomonas et les genres apparentés appartiennent au phylum des
Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, ordre des Pseudomonadales selon le
Bergey’s manual of Systematic Bacteriology (1994) Ce sont des bacilles a Gram négatif,
droits et fins, aux extrémités arrondies, d’une taille moyenne de 0,5 a 1,0 um de diamétre

sur 1,5a5,0 um (ou plus) de longueur.

1.2. La diversité taxonomique
Palleroni et al. (1984), ont montré que le genre était génétiquement hétérogéene
avec l’existence de cinq groupes d’ARN distincts. Le genre Pseudomonas- sensu stricto
correspond au groupe d’ARN I et comprend plus d’une centaine d’especes différentes.
Cette réorganisation a permis une distinction marquée entre le genre
Pseudomonas et les genres apparentés regroupant Achromobacter, Acinetobacter,
Acetobacter, Agrobacterium, Brevundimonas, Burkholderia, Chryseomonas,
Comamonas, Flavimonas, Flavobacterium, Ralstonia, Shewanella, Sphingobacterium et
Stenotrophomonas (Kersters et al., 1996). Les autres especes Pseudomonas sensu lato
3
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(groupes ARN 1II & V) ont été reclassées dans d’autres genres Grace a I’hybridations
ADN-ADN et ADN-ARN, ainsi que le séquengage de marqueurs taxonomiques tel
I’ADN codant ’ARNr16S ont conduit a une évolution de la taxonomie au sein du

groupe des Pseudomonas et des genres apparentés (Anzai et al., 2000).

1.2.1. Pyocyanine et pyoverdine

Ainsi la concentration de pyocyanine pigment retrouvé chez P. aeruginosa présente
dans le sputum des patients atteints de fibrose kystique induit une dysfonction des cellules
épithéliales nasales et inactive I'inhibiteur de protéase alPI3 au site d’infection

protégeant donc les protéases de P. aeruginosa (Ratledge et Dover., 2000).

Pseudomonas - sensu stricto est divisé en deux groupes :
Fluorescents (P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida ou P. syringae...) et les non-
fluorescents (P. alcaligenes, P. fragi ou P. stutzeri...). Cette distinction, correspond a la
capacité ou non de produire, la pyoverdine pigment fluorescent sous UV, de couleur
jaune-vert, soluble dans l'eau et insoluble dans le chloroforme c’est un  puissant
sidérophore. sa synthese dépend de la quantité de fer (Fe3+) disponible dans le

milieu et ses besoins (Imperi et al in Rehm ., 2007).

1.2.2. L’importance du genre Pseudomonas

Les bactéries du genre Pseudomonas occupent la plupart des environnements
naturels. Elles sont isolées de I'eau, du sol et des végétaux. Elles présentent un fort
potentiel d’adaptation physiologique et génétique et sont capables d’utiliser une grande
variété de nutriments. D’un point de vue écologique, les Pseudomonas regroupent
des especes bénéfiques pour I’environnement et des espéces pathogenes (Talon et al .,
2006)

Au niveau de la rhizosphere les Pseudomonas peuvent avoir un effet
bénéfique en mobilisant certains nutriments nécessaires a la croissance de la plante.
Elles peuvent aussi la protéger contre des micro-organismes pathogenes en stimulant les
mécanismes de résistance intrinseques de la plante par la sécrétion des composés
antibactériens et antifongiques et/ou par la compétition vis-a-vis de certains nutriments.

C’est notamment le cas de souches de P. fluorescens, décrites comme des bactéries
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phytoprotéctrices jouant un rble prépondérant dans le biocontrole de la rhizosphere
(Walsh et al., 2001).

D’autres especes sont des pathogénes pour les plantes, comme ’espéce P. syringae
qui compte au moins 37 pathovars capables d'infecter de nombreuses especes de végétaux
(Sawada et al., 2002).

Les Pseudomonas spp. Sont capables de dégrader de nombreux composés
organiques, tels des composés halogénés, des hydrocarbures aromatiques et des
herbicides (Ramos, 2004). elles peuvent ainsi étre utilisées dans les processus de

décontamination des sols « bioremédiation » (Stallwood et al., 2005).

Les Pseudomonas spp. Peuvent également se comporter comme des agents
opportunistes et étre a l'origine d'infections iatrogenes et/ou nosocomiales. En
raison de la richesse de leurs voies métaboliques, souvent capables de résister a de
nombreux antiseptiques ou antibiotiques. Ceci explique leur présence de plus en plus
fréquente en milieu hospitalier, ou elles peuvent étre isolees de I'environnement
humide, des denrées alimentaires, des réactifs biologiques, des solutés injectables, du

sang ou des dérivés sanguins conserves au froid (Feuilloley et al., 2007).

2. Les Pseudomonas dans les infections nosocomiales

2.1. Définition d’une infection nosocomiale

Une infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou a la suite d’une
hospitalisation et si elle était absente a I’admission a I’hdpital. Lorsque la situation
précise a I’admission n’est pas connue, un délai d’au moins 48 heures apres
I’admission (ou un délai supérieur a la période d’incubation lorsque celle-Ci est
connue) est communément accepté pour distinguer une infection d’acquisition
nosocomiale d’une infection communautaire. Pour les infections du site opératoire,
on considere comme nosocomiales les infections survenues dans les 30 jours suivant
I’intervention, ou, s’il y a mise en place d’une protheése ou d’un implant, dans I’année qui
suit 'intervention. On distingue deux types d’infections nosocomiales qui relevent des

modes de transmission différents :
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1. Les infections d’origine endogeéne. Dans ce type d’infections, c’est le malade qui
s’infecte avec ses propres germes, a la faveur d’un acte invasif et/ou en raison d’une

fragilité particuliere.

2. Les infections d’origine exogene. Ces infections peuvent étre :
e croisees, c'est-a-dire transmises d’un malade a un autre par les mains ou les
instruments de travail du personnel médical ou paramédical,
e provoquées par les germes du personnel soignant,
e lices a la contamination de I’environnement hospitalier (eau, air,

matériel, alimentation...).

2.2. Facteurs favorisant I’émergence des infections nosocomiales
Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé¢ (O.M.S.; 2002), plusieurs facteurs

\

participent a I’augmentation de [I’incidence des infections nosocomiales :

e la pollution de I’environnement ,I’évolution démographique amenant une
proportion croissante de personnes agées qui nécessitent des soins hospitaliers,
I’épidémie du SIDA qui a fortement accru la population de sujets immunodéprimeés.

e [’utilisation des antimicrobiens en agriculture renforce 1’émergence des
résistances chez les agents pathogenes .L’utilisation massive d’antibiotiques pour
lutter contre ces infections a renforcé la pression de sélection des micro-organismes
multi-résistants. Le commerce mondial a accru la vitesse de propagation a la fois des
maladies infectieuses et des micro-organismes multi-résistants d’un continent a 1’autre
(Fagherazzi-Pagel,2006).

Enfin, les avancées technologiques dans le domaine médical telles que la
ventilation artificielle et [I’intervention chirurgicale, ont favorisé les infections
nosocomiales par leur c6té invasif et sont mises en cause dans prés de 50% des cas
(Bosseray et Micoud, 2000). Selon le rapport du Réseau d’Alerte et d’Investigation de la
Surveillance des Infections Nosocomiales (RAISIN) , ’enquéte de prévalence réalisée
en France en 2001 sur plus de 1500 établissements de soins (publics et privés),
montre que 7,5% des patients hospitalisés présentent une infection nosocomiale. Ces
taux varient en fonction du type d’activité du service, du recrutement de I’établissement, de
la méthode de calcul des taux et de la qualité du travail de recueil des informations

(Vincent et al ., 2008). Les sites infectieux les plus fréquents sont: les infections

6
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urinaires, les pneumopathies, les infections du site opératoire et les infections de la peau et

des tissus mous.

2.3. Bilan des infections et des microorganismes les plus concernés

Le réservoir des Pseudomonas et apparentés se trouve principalement au niveau
d’habitats hydriques tels que les siphons, les douches ou encore au niveau de
nébulisateurs et d’humidificateurs. Elles contaminent également les végétaux et

I’alimentation (Husson et al., 2000).

P. aeruginosa est le troisieme micro-organisme responsable d’infection
nosocomiale. Burkholderia cepacia et Stenotrophomonas maltophilia sont
également retrouvées au sein des hdpitaux (Berthelot et al.,2005).

2.4. Le modele de Pseudomonas aeruginosa en infection nosocomiale

Selon Hoiby et al. ( 2001) ces patients développent une infection pulmonaire
chronique qui conduit & une destruction des tissus pulmonaires par les toxines
bactériennes. P. aeruginosa colonise les poumons et s’installe rapidement sous forme de
biofilm, ce qui lui permet de résister aux défenses immunitaires de I’hote et aux

antibiotiques

Pour Emerson et al. (2002) P. aeruginosa est responsable de 16 % des infections
pulmonaires, de 12% des infections du tractus urinaires, de 8% des infections touchant les

grands brdlés et de 10% des infections du sang (bactériémie et/ou septicémie).

Chez TI’homme, cette bactérie peut provoquer des infections séveres chez
les sujets aux défenses diminuées comme les malades atteints de mucoviscidose, les brilés,
les cancéreux ayant recu de la chimiothérapie cytotoxique et les malades intubés en
réanimation (Ruimy et Andremont., 2004). De plus P. aeruginosa est capable d’infecter
un large spectre d’hote : humains, plantes, insectes, nématodes ou amibes (Williams et al.,
2010).

3. Propriétés de virulence de P.aeruginosa
Sujet d’¢tudes depuis des décennies, le bacille pyocyanique (P. aeruginosa) reste a
bien une énigme pour les chercheurs analysant sa virulence. Rarement pathogene chez

I’individu sain, car selon Bentzmann et Plésiat (2011), ce bacille a Gram négatif de

7
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I’environnement constitue pourtant la troisieme cause d’infections nosocomiales en France

apres Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

De la simple colonisation a [Iinfection invasive, la bactérie exprime une
pathogénicité polymorphe qui dépend avant tout de I’état immunitaire, de 1’intégrité des
barrieres cutanéo-muqueuses et de 1’efficacité des mécanismes de clairance des patients P.
aeruginosa synthétise de nombreux facteurs de virulence, ces facteurs de virulence sont
impliqués dans les différentes étapes du processus d'infection et permettent ainsi a

P.aeruginosa de coloniser son héte « tab. 2 » (Bricha et al.,2009).

Tab. 2 Principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa (Berthelot et al., 2005)

Facteur Activié Cible Régulanon [:ffet

Exotoxine A ADP-ribosylation EF-2 Fer, quorum sensing ~ Nécrose tissulaire

Elastase B Protcolyse Elastine, Ig Quorum sensing Nécrose tissulaire. anti défenses infecticuses

Phospholipase Hydrolyse Surfactant ! Anti-clairance

Rhamonolipides Détersion Surfactant Quorum sensing Anti-clairance

Flagelle Mabilite Chimiatactisme Diffusion tissulaire

Exotosine § ADP-ribosylation Contact cellulaire Antiphagoeytose, nvasion issulaire
[nflammation

Exotoxing U Adénylate cyclase Contact cellulaire Antiphagocytose
[nflammation

Pyoverdine Captage du fer Fer [nvasion

Pyochéline

Lors des infections chroniques du systéme respiratoire, les bactéries adhérent
a lasurface de I'épithélium grace a des adhésines comme la fimbriae, le pili de type
IV, le LPS (Lipopolysaccharide) et le flagelle. Elles vont ensuite former un biofilm
composé d'une matrice d'exopolysaccharides mucoides (MEP) faite d'alginates qui protége
les bactéries des systemes de défense de I'n6te et de I'effet des antibiotiques (Van Delden
et Iglewski, 1998). En général, les facteurs de virulence impliqués dans l'adhérence
peuvent aussi avoir un réle dans la mobilité de la bactérie tels que le flagelle,
le pilus de type IV (Kohler etal., 2000).
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3.1. Colonisation et multiplication
P. aeruginosa (Fig. 1), produit un nombre important de facteurs pouvant

intervenir dans les processus de colonisation et de multiplication et sécréte des
protéines qui peuvent étre potentiellement toxiques pour les cellules hotes.

D’autres éléments participent a la colonisation et a la formation du biofilm

e Les flagelles

Le flagelle est essentiel pour assurer la mobilité de la bactérie, facilite l'acquisition
de nutriment et joue vraisemblablement un réle indirect dans I'adhésion cellulaire. Son
importance dans la pathogenése semble établie puisque des souches non flagellées sont
séverement atténuées dans leur virulence. Feldman et al, (1998). Ont montré que des
bactéries mutantes, sans flagelles, étaient moins invasives que la souche mobile.

Selon O'Toole et Kolter (1998), le flagelle joue un rdle important dans les stades
précoces du développement du biofilm bactérien in vitro. Il est également impliqué dans

I'adhérence aux cellules épithéliales respiratoires

Systéme de sécrétion de type
i Lipopolysaccharides

ExoS, T,YetU / Sécrétion par le type I:
Protéase alcaline

Flagelle

N\

Pili de type IV
»”

sécrétion par le type li:
Elastase
Exotoxine A

Alginate/ exopolysaccharides

7

Adhésines

(autres que les pili) Phospholipases C
Pyocyanine Protéase IV
Sidérophores Lipase

Cyanure

rhamnolipides
Fig.1 facteurs de virulence de P.aeruginosa (Van Delden et Iglewski, 1998).

e Facteur d'attachement de type fimbriae (ou Cup)
Chez P. aeruginosa, ces facteurs dattachement sont essentiels pour
l'adhérence aux surfaces abiotiques, comme le verre et le plastique, mais également

dans la formation du biofilm (Bricha et al., 2009)
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o L’adhésion

L'adhérence des bactéries a la cellule eucaryote cible ou & la surface
tissulaire est un phénomene spécifique, qui requiert la participation de deux facteurs: un
récepteur eucaryote et une adhésine bactérienne. Les récepteurs sont généralement des
glucides ou des résidus peptidiques spécifiques de la cellule eucaryote (Bricha et al.,
2009), cette adhésine est codé par le gene lecA et a la capacité de lier des cellules ensemble
dans un biofilm (Tremblay et Déziel., 2010)

e Les pili de type IV

L'évenement initial dans I'infection de la bactérie de type rugueux aux cellules
épithéliales des muqueuses grace aux pili de type IV, qui de plus favorisent la
phagocytose .Les micro-organismes incapables d'adhérer aux muqueuses perdent donc
la capacité d'établir une infection. Ces pili de type IV, qui sont rétractables sont aussi
impliqués dans un mecanisme de déplacement particulier, indépendant du
flagelle, appelé « twitching motility » qui prédomine dans les mouvements a
I'interface de surfaces solides ( Wall et Kaiser.,1999) . En outre, les souches piliees
provoguent non seulement plus de pneumonies mais sont aussi a l'origine d'une plus
grande mortalité que les souches ne possédant pas le pili.

e Les lipopolysaccharides

P. aeruginosa présente a sa surface une monocouche compacte de

lipopolysaccharides (LPS) recouvrant un feuillet interne de phospholipides. Les molécules

de LPS sont composées d’une partie lipidique (lipide A ou endotoxine)

Le lipide A posséde des propriétés toxiques correspondant a I’endotoxine des
bactéries Gram négatif et est responsable d’une stimulation excessive du systeme
immunitaire pouvant provoquer un choc septiqgue et conduire a la mort (Lynn et
Golenbock.,1992).

une piece intermédiaire (core) et d’une chaine polysaccharidique ramifiée plus ou
moins longue pouvant étre le support de I’antigéne somatique O (LPS bande B)

(Bentzmann et Plésiat ., 2011).

3.2. La formation de biofilm
Dans un biofilm (Fig. 2), la colonie bactérienne, qui peut étre composée d’une ou

de plusieurs espéces, sécréte une matrice de biopolyméres caractéristique contenant
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principalement des polysaccharides, des protéines et de I’ADN. Cette matrice
stabilise le biofilm et protége les bactéries des attaques du systeme immunitaire de
I’hote et des antibiotiques. elles sont plus résistantes cent a mille fois que sous
formes planctoniques (libre de leurs mouvements) (Hoiby etal., 2011).

Pseudomonas aeruginosa peut former un biofilm mature en seulement 5 a 7
jours. Pour cela, une bactérie planctonique va s’attacher de maniére réversible a une
surface. L’étape suivante est la multiplication cellulaire, 1’adhésion permanente des
bactéries au support et le début de la synthése de la matrice. Cette étape est initiée par le
Quorum-Sensing. Enfin, dans certains cas, des cellules peuvent recouvrer leurs attributs
planctoniques, et ainsi quitter le biofilm et aller coloniser une nouvelle surface
(Hoiby et al., 2011).

Figure 2: Modéle de formation du biofilm. Dans un premier temps, les bactéries se
déplacent sous forme planctonique et adheérent a la surface (1). Les bactéries se
rassemblent et forment une microcolonie (2). Les cellules se différencient en biofilm (3), qui
grandit et s’organise (4). Des cellules se détachent du biofilm (5) et reprennent une forme
planctonique. (Source:http://biology.binghamton.edu/davies/research.htm)
3.3. La production de biosurfactants

Les biosurfactants sont des molécules tensioactives produites par certains
micro-organismes. Leur nature, tout comme leur pouvoir tensioactif, sont fortement
dépendants du type de micro-organisme concerné. Ills peuvent intervenir dans
I’adhésion des bactéries sur des surfaces abiotiques et étre impliqués dans la
formation des biofilms (Ron et Rosenberg., 2001).

P. aeruginosa sécrete des biosurfactants rhamnolipidiques (molécules amphiphiles

constitués d’un sucre hydrophile «le rhamnose » rattaché a un corps lipidique
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hydrophobe.)Thermostables. Ils interviennent dans la virulence de P. aeruginosa,
directement par une activité cytolytique sur les cellules ou indirectement en favorisant la

colonisation bactérienne (Soberon-Chavez et al., 2005).

3.4. L’effet toxique
3.4.1. Les exotoxines

La production d’exotoxines est induite par un contact cellule bactérienne/ cellule
eucaryote et par un milieu environnant pauvre en Ca2+. ExoS et ExoT sont
responsables des réarrangements du cytosquelette et de I’arrondissement des
cellules eucaryotes in vitro (Krall et al., 2002 )

3.4.2. Le Systeme de Sécrétion de Type 111 (T3SS)

P. aeruginosa utilise un systéme de sécrétion de type Il qui est un déterminant
majeur de la virulence et permet a la bactérie d’injecter ses toxines dans la cellule
hote. Les protéines secrétées via ce systeme sont transloquées a travers les deux
membranes de I’enveloppe cellulaire en wune seule étape sans intermédiaire
périplasmique . Ce systéeme de sécrétion, provoquant des infections aigues, nécessite le

contact des pili bactériens a la cellule épithéliale pour étre active (Benabid, 2009).

4. Les proteases de Pseudomonas aeruginosa

Plusieurs produits extracellulaires de P.aeruginosa ont été intensivement étudiés, y
compris l'exotoxine, les protéases, I'némolysine, le lipopolysaccharide, et I'exoenzyme S,
mais aucun ne peut s'avérer singulierement responsable de la pathogénicité de
Pseudomonas dans n'importe quel systeme modeéle (Jagger et al., 1983). Les protéases ou
les peptidases sont des enzymes qui peuvent hydrolyser des liaisons peptidiques dans les

peptides et les protéines.

Depuis longtemps la fonction des protéases a été seulement consacrée au
changement ou a la digestion des protéines comme source de nourriture. De plus en plus il
apparait clairement que I'nydrolyse d'une liaison peptidique des protéines peut avoir un
éventail de fonctions biologiques qui peuvent étre trés subtiles et spécifiques (Hoge et al .,
2010).
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4.1. Type des protéases

Le nombre exact de protéases produites par P.aeruginosa n'est pas connu (Jagger et
al., 1983) mais les protéases peuvent étre divisées en 6 types catalytiques differents :
aspartique-protéases, métallique-protéases( élastase A, élastase B, la protéase alcaline)
sérine-protéases (protéase 1V), cystéine-protéases, thréonine-protéases et glutamique-
protéases selon leurs résidus actifs qui sont impliqués dans la catalyse. Les aspartiques, les
métalliques et des sérine-protéases sont certainement les groupes de protéase les plus
abondants (Hoge et al ., 2010).

4 .1.1.Les metalloprotéases
4 .1.1.1. Elastase

L'élastase est une protéase majoritaire. Elle joue un rble important dans la
pathogenese en provoquant des hémorragies et des nécroses tissulaires (Bricha et
al.,2009), et étre capable de cliver les Ig, les protéines A et D d'agent tensio-actif, et de
perturber les jonctions serrées épithéliales (Williams et al.,2010).

e Elastase B (pseudolysine, las B)

Une des meilleures protéases caractérisees de Pseudomonas est 1’¢lastase B (LasB).
Ce metalloprotéase dépendant de zinc est de 33-kDa (Kessler et al.,1998) degrade
I'élastine , la fibrine et le collagéne, et est empéché par des chelateurs tels que '/EDTA
(Marquart et al.,2005), agissant sur une variété de substrats parmi lesquels on retrouve
des peptides antimicrobiens tels que la cathélicidine LL-37 et la pro-protéine hCAP18 ,les
chimiokines RANTES, MCP-1 et ENA-78, les récepteurs cellulaires PAR-2 et uPAR ,les
proteines jonctionnelles ZO-1 et ZO-2 ,I’¢lastinene dont D’activité anti-Sérine protéase
inhibe 1’¢lastase du polynucléaire neutrophile, ainsi que les immunoglobulines sécrétées
(Bentzmann et Plésiat, 2011).

LasB peut cliver et activer les préformes des metalloprotéases de matrice et peut
inactiver les cytokines inflammatoires de I'hdte tels que le facteur de tumeur nécrosique et
I’interféron, cette protéase est également facilite l'invasion des cellules épithéliales en
empéchant les régulateurs négatifs du sécrétion de type Il (Marquart et al., 2005). Alors
que selon Bentzmann et Plésiat, (2011), I’élastase B est associé aux différentes

pathologies telles que :
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o les dommages de cornée (les kératites) ;

o les pathologies pulmonaires, dont la production de cette métallo-protéase est
corrélée a la sévérité des pneumonies acquises sous ventilation mécanique
assistée ;

o Dans la mucoviscidose au contraire, la synthése de ’enzyme par les souches
colonisant les patients tend a diminuer avec le temps sous I’effet de mutations
inactivant le systéme de régulation du quorum sensing, indiquant que LasB est
avant tout un acteur majeur dans les infections aigués

e Elastase A (Las A)

La protéase LasA est une metalloendopeptédase du zinc, de 20 kDa appartenant a la
famille b-lytique d'endopéptidase (Kessler et al ., 1998) ,également connue sous le nom de
staphylolysin, elle clive les liaisons pentaglycine dans le peptidoglycane de Staphylococcus
aureus (Marquart et al.,2005) . elle a été montré un role dans la pathogénie des infections
oculaire et de poumon (Kida et al., 2008) est une des quatre plus abondantes
endopeptidases sécretées par P.aeruginosa (Hoge et al ., 2010).

Cette protéine possede une activité protéolytique complémentaire a celle de LasB
vis-a-vis de 1’élastine. Son implication dans la virulence est en relation avec son activité
sur les protéoglycanes a héparan sulfate de la surface des épithéliums, ce qui relargue un

ectodomaine (Bentzmann et Plésiat, 2011),

4.1.1.2. La protéase alcaline (aeruginolysine)

Une protéase de 48.000 d, nommeée alcaline en raison du son activité a pH alcalin
(Jagger et al., 1983) , elle a une large spécificité de clivage, ce n'est pas efficace comme
I’élastase et n'a aucune activité élastolytique ( Kessler et al., 1998) cette activité est
inhibée par ’EDTA (Sonawane et al., 2006).

Marquart et al ., (2005), Kida et al., (2008), Hoge et al ., (2010 ) rapportent que la
protéase alcaline est codée par le gene aprA et contrblée par le quorum sensing de P.
aeruginosa. Elle constitue la seule exoprotéase sécrétée par le systéme de sécrétion de
type 1. Elle dégrade efficacement les composantes du complément ainsi que les cytokines

impliquées dans la réponse immune et inflammatoire comme I’INF-y et le TNF-a.

En clivant la transferrine et en favorisant ainsi I’action des sidérophores, la protéase

alcaline favorise ’approvisionnement de la bactérie en fer. Elle coupe également 1’¢lafine
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au niveau d’un domaine de liaison avec les protéines de la matrice extracellulaire
(Bentzmann et Plésiat., 2011).

4.1.2. Les sérines-protéase

e Laprotéase IV

La protéase IV a été identifiée et caractérisée pour la premiére fois comme protéase
de sérine du 26 kDa présente dans le surnageant de culture de P. aeruginosa .La protéase
IV est également connue en tant que lysine-endopéptidase, codée par le géne prpL ( cette
protéase peut dégrader un certain nombre de protéines biologiques importantes comprenant
le fibrinogene, plasminogéne, immunoglobuline G et les composants C3 et Clq de
complément ; son activité est empéchée par tosyl-L-lysine chloromethylketone (TLCK) et
I'agent réducteur le dithiothreitol et le 2-mercaptoéthanol (Malloy et al ., 2004 ; Hoge et
al ., 2010), ainsi que le lactoferrine, la transferrine, 1’élastine et la décorine (Bentzmann et

Plésiat., 2011).

Cette protéase est un facteur de virulence important du fait de son implication dans
diverses infections telles que les kératites, les otites, les bactériémies et Ila

mucoviscidose (Hoge et al ., 2010).

e LasD
Las D est une serine protéase de 23 kDa qui posséde une activité
staphylolytique (la capacité de lyser les bactéries staphylocci) permettant a Pseudomonas

de concurrencer Staphylococcus au niveau du poumon ( Benabid , 2009).

5. Resistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

Les infections dues P.aeruginosa organisme virulent sont souvent difficile a traiter
en raison du choix relativement limité des agents antimicrobiens efficaces (Harris et al.,
2001), bactérie de plus en plus multi-résistante aux antibiotiques, ne laissant parfois aucune

alternative thérapeutique (Ben Boubakera et al ., 2003)

Les bactéries gram négatif non fermentants sont naturellement résistants a de
nombreux antibiotiques le cas de Pseudomonas qui a une résistance naturel a I’imipénéme
et peuvent acquérir de nombreux mécanismes de résistance comme pour les b-lactamines,

les aminosides et les fluoroquinolones (Berthelot et al ., 2009)
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5.1. Resistance naturelle

Outre un arsenal assez impressionnant de facteurs de virulence, P. aeruginosa
possede naturellement les mécanismes lui permettant de résister a de nombreux
antibiotiques. sa résistance intrinséque résulte de I’action combinée de plusicurs
meécanismes grace a la tres faible perméabilité de la membrane externe: en limitant la
vitesse de pénétration intracellulaire des antibiotiques; cette membrane favorise I’action

d’enzymes hydrolytiques ou modificatrices et le systéme d’efflux. (Mérens et al ., 2011).

5.2. Resistance acquise

P. aeruginosa peut utiliser tout un ensemble de mécanismes pour échapper a I’action
des antibiotiques auxquels il est habituellement sensible. Certains mécanismes qualifiés
d’intrinséques: Mutations spontanées. cibles cellulaires ayant perdu toute affinité pour les

antibiotiques (Mérens et al., 2011).

16


file:///F:\Pseudomonas%20et%20ATB\Pseudomonas%20aeruginosaet%20r�sistance%20aux%20antibiotiques.pdf
file:///F:\Pseudomonas%20et%20ATB\Pseudomonas%20aeruginosaet%20r�sistance%20aux%20antibiotiques.pdf

Matériel et Méthodes

1. Lieu d’étude

Les prélevements sont pratiqués au niveau des services d’urologie et de réanimation
au niveau CHU de Tlemcen. Les prédévements sont acheminés au Laboratoire de
Microbiologie Appliquée a I’Agro-Alimentaire, au Biomédical et a I’Environnement
(LAMAABE).

2. Prélevements

Les prélevements ont été effectués sur des patients ayant des sondes urinaires
lorsqu’il y a un changement de celui-ci ou bien ala sortie du patient. Une fois retiré, la
zone insérée dans le systéme urinaire, rapidement transportés dans des tubes stériles au
laboratoire pour étre incubée & 37 °C pendant 18 824 heures dans du bouillon nutritif ou

bouillon cceur cerveau « BHIB ».

3. Codification

Les souches prélevées du service de réanimation sont codés par la lettre R et le
numéro de prélevement exemple R9Ps1, celles du service d’urologie par la lettre U
exemple U3 Psb.
la souche de référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853est utilisé pour des

comparai sons.

4. | solement et purification
L’isolement est réalisé sur milieu gélosé au cétrimide (0,2g/l) & 37 °C pendant 24
heures. Les colonies présentant une pigmentation bleu-vert sont repiquées (2 a 3 fois) sur

le méme milieu afin d’avoir des cultures pures pour chaque colonie.

4.1. Examen a I’état frais
On réparti un inoculum de la souche étudiée, pris a partir d’une colonie de culture
sur milieu solide (gélose) sur une goutte d’eau distillée stérile, I’observation microscopique

se faite a objectif x100.
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4.2. Coloration de Gram

Chague souches fait I’objet des colorations de gram pour vérifier sont appartenance a
la catégorie des Gram négatif (Gram -) qui sont colorées en rose, ceci éant du a une
différence de composition de la paroi. L’observation se fait a I’objectif x 100, sous

immersion.

5. Identification biochimique

5.1. Test d’oxydase

Ce test est réaisé en ajoutant un disque imprégné d’oxalate N-diméthylphnyléne-
diamine a une suspension bactérienne dense en eau physiologique. Ce réactif s’oxyde au
contact du cytochrome des bactéries oxydase positive. La réaction d’oxydation se traduit

par une coloration violette foncée en deux minutes environ.

5.2. ldentification par Galerie APl 20NE
e Préparation dela galerie

On réunit fond et couvercle d’une boite d’incubation et réparti de I’eau dans les
alvéoles pour créer une atmosphére humide. On dépose stérilement la galerie dans la boite
d’incubation.
e Préparation de I’inoculum

On fait une suspension bactérienne, dans une ampoule de NaCl (0,85%) ou dans un
tube d’eau distillée stérile, de turbidité égale a celle de I’étalon 0,5 Mc Farland.
e Inoculation dela galerie

On remplit les tubes (et non les cupules) des tests NOz a PNPG avec la suspension
précédente, évitant la formation de bulles. On transfere 200 pl (4 a 8 gouttes) de la
suspension précédente, dans une ampoule. On homogénéise puis remplit les tubes et
cupules des tests GLU a PAC. On met du I’huile de paraffine les cupules des trois tests
GLU, ADH, URE. On incube 24 448 heures a 30°C.

Aprés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de

Lecture.
Des tests nécessitent I’addition de réactifs : (voir tableau derésultats en annexel)
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e |dentification avec letableau
Les réactions notées sur la fiche de résultats sont comparées avec celles du tableau

(annexe2)

« ldentification avec le catalogue analytique

Les tests sont regroupés en groupe de 3, et une valeur (1,2 oud) est indiquée pour
chacun. On additionne a I’intérieur de chaque groupe les nombres correspondants aux tests
positifs. On obtient un nombre de 7 chiffres qui sert de code d’identification.
« Avec un logiciel d’identification : APl 20NE version 7.0 (02/2006).

6. L es phénotypes de résistance:

6.1. Lesantibiotiques testés

Les antibiotiques sont en disqgue AMC : Amoxicilline-clavulanate ( 30ug/l); CTX :
Céfotaxime(30g/l) ; GN : Gentamicine (10g/l); K : Amikacine(30g/l) ; NA : Acide
nalidixique (30g/l); CIP: Ciprofloxacine(5g/l); CT: Colistine (10g/l); FA : Acide
fusidique(10g/l) ; PEF: Pefloxacine(5g/l); K: Kanamycine (10g/l); S: Sterptomycine
(10g/l); OX: Oxacilling(5g/l); RA: Rifampin (Rifampicine) (30g/l); PRL :
Piperacilling(100g/1).

6.2. Antibiogramme (CA SFM, 2010).

L antibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classes semi-
quantitatives (sensible, intermédiaire ou résistante) et d’orienter I’antibiothérapie. 1l est
basé sur I’observation de la croissance bactérienne en présence d’un gradient de
concentration d’antibiotique, obtenu par diffusion a partir de disques dans un milieu
gélosg, par la méthode des disques, selon le communiqué du comité de I’antibiogramme

de la société francai se de microbiologie (CA — SFM,.2010).

A partir d’une culture bactérienne de 18 a 24h sur milieu gélosé, on réalise une
suspension en ensemencant une colonie dans 5ml de BHIB, on incube 24h 437 °C.
On calibre la densité optique (D.O) de la culture obtenue entre 0.08 - 0.1 a une

longueur d’onde de 625nm, qui correspond & 10° UFC/m.

A partir de cette culture, on effectue une dilution au 1/10 (=10’ UFC/ml) dans de

I’eau physiologique. Puis on Ensemencer par écouvillonnage, les Boites de Pétri
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préal ablement coul ées par 20ml de milieu Mueller Hinton, on séche | es boites 30 minutes a
I’6tuve & 37°C. On dépose les disques d’antibiotiques & I’aide d’une pince stérile, pour
incuber les boites & 37 °C pendant 183 24h. , pour mesurer les diamétres d’inhibition en se

référant aux valeurs critique publiées par le CA-SFM (2010) «annexe 3 »

7. Test de I’activité protéolytique
L activité protéolytique est évaluée sur un milieu de culture qui contient 3% de lait
écréme ou de caseine, et 1.5% d’agar, ce milieu est ensemencé soit par touche ou par strie.
La protéolyse comme démontrée par la dégradation de la caséine incorporée dans le
milieu de culture, se traduit par I’apparition d’une zone claire, autour des colonies

bactériennes, apres 24 a48 h d'incubation a.37°c

8. Conservation des souches
Les souches sont conservées & 4 °C en double copie dans des tubes de gélose

inclinée.
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Résultats et discussions

1. L’identification des souches isolées des patients avec port de sonde
La répartition et la présence des Pseudomonas, au niveau des services: d’urologie

et deréanimation est donné par le tableau 3,

Apres incubation sur BHIB, durant 24 heures, I’ensemble des prélévements ont
donné des troubles, signe de développement microbien. Aprés quoi un inoculum de
chague prélévement est repiqué sur un milieu préparé de gélose au cétrimide pour vérifier

la présence ou I’absence des Pseudomonas.

1.1. Leservice d’urologie
Au niveau de ce service, sur un total de 17 prélevements, neuf souches sont

identifiées par APl 20 NE comme étant des Pseudomonas aeruginosa, ce qui veut dire
que 8 patients ne pressentent pas d’infection urinaire a Pseudomonas, ce nombre de 9

constitue un rapport del /2.

1.2. Leservicederéanimation :
Contrairement au service précédent on a trouvé quatre souches étant de

Pseudomonas aeruginosa sur un total de 23 prélevements, ce qui veut dire que 19 patients
ne présentent pas d’infection urinaire a Pseudomonas, ce nombre de 4 constitue un rapport
de 4/23 ou 20%.( tab 3)

Tab. 3. répartition des prél évements dans les services d’urologie et de réanimation
(C.H.U- Tlemcen).

Dvlp. des
Pseudomonas sur
Service Nbre.de Duréede port | Dvlipsur BHIB | gdose au Cétrimide
prélévements | de sonde (js) (troubles)
Négatif Positif

Réanimation | 23 7 23/23 19 4
Urologie 17 7-21 1717 8 9

Totd 40 - 27 13

23



Résultats et discussions

Le r6le de P.aeruginosa en tant que pathogene opportuniste, responsable
d’épidemies nosocomiales a eté largement decrit. En effet, ce germe étant largement
répandu dans I’environnement hospitalier, son manuportage par les patients et le
personnel  soignant favorise sa dissémination. L’incidence de colonisation par
P.aeruginosa peut atteindre 60 a 70 % des patients au cours d’un sejour en unité de soins
intensifs (Ben Boubaker et al., 2003), ceci n’est pas loin des rapports de 23/40 ou
58% .

Dans notre étude I’incidence dans le service de réanimation est de 20% chiffre qui
correle bien avec ses constatations de Auboyer., (2003) qui a trouvé que P. aeruginosa
représente 14 a 22 %, des infections nosocomiales dans le service de réanimation.

2. ldentification des souches

2.1. Agpect de colonies

Petites, mates, légérement bombées avec un bord circulaire régulier fig.03.a,
ou bien Bombés, opaques, visqueuses parfois coulantes. Ces colonies se rencontrent
spécifiguement dans des infections chroniques urinaires ou pulmonaires

(mucoviscidose). Ces souches produisent de I’alginate.fig03.b
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Fig.03. colonies de Pseudomonas: (a) petite, mates, (b) bombées, visqueuses.
2.3. Coloration de gram
La coloration met en évidence de fins bacilles a Gram négatif colorés en rose souvent

incurvés non sporulés (Fig.04).

Fig.04. Coloration de gram de Pseudomonas aeruginosa objectif x100.
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2.4. L’examen de I’état frais.

L'examen direct d'une goutte d'un échantillon liquide, entre lame et lamelle a
I'objectif X100, montre des bacilles trés mobiles se déplacant en ligne droite gréace a leur

flagelle polaire.

2.5. L’identification biochimique

2.5.1. Test d’oxydase :
Ce test est realisé en ajoutant un disque imprégné d’oxalate N-diméthylphnyléne-

diamine & une suspension bactérienne dense en eau physiologique. Ce réactif s’oxyde au
contact du cytochrome des bactéries oxydase positive (fig.05). La réaction d’oxydation se

traduit par une coloration rose ou violette foncée en deux minutes environ.

Fig.05: lasouche U17 Ps13 oxydase positif

2.5.2. L’identification des souchesisolées par systeme APl 20NE
Les souches isolées des deux services sont identifiées par e systéme Api 20 NE. Les
résultats sont référenciées au tableau de lecture et d’identification de Pseudomonas

(annexe 01).
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Fig. 06. Gaerie Api20 NE (a) P.aeruginosa (U17 Ps13), (b) P.aeruginosa (R16P4); (c)
P.luteola (U5 Ps6).
Le tableau 4 présente les résultats d’identification par API20NE, ce tableau montre que la
majorité des souchesisolées :
réduisent les nitrates en nitrites ;
ne forment pas d’indole ;
ne fermentent pasle glucose ;
hydrolysent la gélatine, I’esculine, L-arginine ;
ne décomposent pas le substrat 4-nitrophényl-BD-galactopyranoside par la -
gal actosidase (para— Nitrophényl —3D- Galactopyranosidase ou PNPG) ;
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assimilent le glucose, le mannitol, gluconate, I’acide caprique et plus au moins le

citrate et I’acide malique, Adipique, le sucre et N-acetylglucosamine et

I’arabinose ; n’assimilent pas I’acide.phéntylacétique, le maltose et le mannose

Ces résultats exclu la souche (U5 Ps6) qui présente une B-gaactosidase et assimile

I’arabinose et le mannose et n’assimile pas le gluconate.

L’identification par le systeme api 20NE a donné 12 souches de Pseudomonas

aeruginosa, 4 au niveau du service de réanimation et au niveau du service d’urologie, on

a 8 souches de Pseudomonas aeruginosa et une souche de Pseudomonas luteola. Ces

différentes chimiotypes sont exprimés au tableau 4, voir également la figure.06 c)

Tab.4. identification de Pseudomonas aeruginosa par galerie Api 20NE (r éanimation

et urologie) et différents chimiotype

Psr* : souche de référence.

3. Multirésistance intrinseque
L’étude de la résistance des souches issues des échantillons prélevés sur les patients,

de réanimation et d’urologie, s’avére d’une

T[GIA[U[E[G[P[G|A[M[M[N[M[G[C[A[M[C[P
NO3/ |R|L I DIR|S|E|N|L|RIN|A|A|A | N|AID|L |[I |A

souches (N2 [P |U|H|E|C|L |[G|U/A|E [N |G|L |T|P|I |T |T|C]|OX |Chimiotype

Psr*

ATCC

27853 + |- - -] - - -] -+ |+ +] -] + 1354575

R 9 Psl + |- -] - - -] - ||| +] -] + 1754575
S R1BP2 | - |- ||+ |+ | 4|+ ||+ |+| - |+|<|-|+|+|-]-]-]-] + |o755434
g RISPS3 | - |- |-|+|+|+|+|-|+|-|-|+|+|-|+|+|+|+]|+|-] + |0754575
% R16PsA | + |- |- |+ |+ |+|+]|-|+|-|-|+|+]|-|+|+]|+]+]|+]|-| + | 14575

U3 PS5 + |- -] - -] - - |||+ -] + 1355475

U5 Ps6 N R R -| - |3673051

U9 Ps7 + |- - - - F - H - - F|+] -] -|+] + 1656436
2 |U10PsB - |- - - -] - |+ |+ |+ -] +] -] + 0355535
SIU2P9 | - |- |-+ - ] -+ 0154475
5 |U14Ps10| - |- |-+ |+ -+ |- +|-|-|+|-|-|+|+|+|+]|+|-]| + |035475

UilsPs11| - -l - +H | FH |-+ |-+ - -+ |+ F|F|[F+ |+ +|+]| -] + |0354775

U16Ps12| + |- |- |+ |+|-|+|-|+]|-|-|+|-|-|+|+|-|+|+|-| + |1354475

UL7Ps13| - |- |- |+ |+|-|+|-|+]|-|-|+|-]|-|+|+]|+|+|+]|-| + |0354475

importance capitale, vu que I’utilisation

abusive des antibiotiques sélectionne des souches résistantes, grace a des mécanismes

biologiques et moléculaires trés complexes et par la suite éle conduit a un échec

thérapeutique pour des malades déja souffrant.

28



Résultats et discussions

L’antibiogramme a été réalisé par une méthode de diffusion sur milieu gélosé de
type Mueller—Hinton selon les recommandations du Comité de I’Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie. Toutes les bactéries résistantes correspondaient aux
souches classées résistantes (R) ou intermédiaires (1).

Les charges en concentration des disques d’antibiotiques testés pour les
Pseudomonas (fig. 07) sont données en annexe 3.

Une souche de référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, a servi pour le
controle de la qualitt de I’antibiogramme ainsi que la résistance naturelle des
Pseudomonas aux antibiotiques.

Les antibiotiques suivants ont été testés : 1a Piperacilline, la Cefotaxime, I’Oxacilline
I’Amoxicilline, I’A. Clavulanique, la Kanamycine, la Ciprofloxacine, I’Acide nalidixique,
la Rifampin (rifampicine), la Streptomycine, I’Acide fusidique, la Gentamicine, la
Colistine, I’ Amikacine et la Pefloxacine

La souche Pseudomonas R16Ps4 présente 7 résistances aux antibiotiques
suivants : la colistine, I’Ac.Fusidique, la Kanamycine, I’Acide nalidixique, I’Oxacilline,
I’Amoxicilline-A.clavunanique, la Cefotaxime et la Pefloxacine. La souche R16 Ps4 est

donc sensible aux antibiotiques suivants : I’Amikacine, la ciprofloxacine, la Piperacilline,

|a Gentamicine.

Fig.07. Pseudomonas R16 Ps4 avec zones d’inhibitions
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Des travaux antérieurs (Mérens et al ., 2011) affirment que P. aeruginosa présente
un niveau élevé de résistance naturelle aux antibiotiques., les molécules actives sur cette
bactérie sont de nombre limité et sont représentées par certaines 3-lactamines (pipéracilline
et ticarcilline, avec ou sans inhibiteur, ceftazidime, céfépime, aztréonam, imipéneme,
méropénéme, doripéneme), les fluoroquinolones (ciprofloxacine, |évofloxacine), les
aminosides (sauf 1a kanamycine), lafosfomycine et 1a colimycine. Les résistances acquises
pour ces antibiotiques sont cependant tres fréquentes, résultant de I’accumulation de
mécanismes de résistance liés a des mutations chromosomiques et a I’acquisition de genes

transférables.

3.1. Multirésistance des Pseudomonas (services: réanimation et urologie)

Le comportement des souches vis-a-vis des antibiotiques testés est détaillé sur le
tableau 5. L’ensemble des Pseudomonas résistent: a la Cefotaxime, I’Oxacilline,
I’amoxicilline-acide clavulanique, I’acide nalidixique, I’acide fusidique et la colistine et
les %2 ala Kanamycine et la moitié a la Streptomycine et |a Pefloxacine. Les souches
R13Ps2 et R15Ps3 sont inhibées par La Pefloxacine et la Streptomycine. La Kanamycine

inhibe la souche R16 Ps4. La rifampicine inhibe les 04 souches du service de réanimation.

Au niveau du service d’urologie 8/9 des Pseudomonas résistent separément a
L’Oxacilline, I’amoxicilline-acide clavulanique, I’acide fusidique, la colistine, la

Céfotaxime, la Kanamycine et I’ac. Nalidixique.
2/8 des Pseudomonas résistent a la Ciprofloxacine, I’Amikacine, la Pefloxacine et

6/9 résistent a la streptomycine, et seulement 1/9 a la Piperacilling, la Gentamicine, la
Rifampin (rifampicine).
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Tab. 5. Multirésistance des P.aeruginosa au service de réanimation et d’urologie
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les souches etudiées présentent une sensibilité pour la gentamicine et la
ciprofloxacine, contrairement au constatations d” Auajjar et al ., (2006) qui ont remarqué
que les souches de Pseudomonas sont résistantes surtout aux antibiotiques de type
pénicillines (Piperacilline), aux céphalosporines de troisiéme génération, aux
fluoroquinolones (ciprofloxacine) et aux aminoglycosides (gentamicine)

la ciprofloxacine et dans une moindre mesure la lévofloxacine sont les
fluoroquinolones possédant la meilleure activité intrinseque sur P. aeruginosa (Merens et
al., 2011).

Les 13 souches (100%) résistent a la colistine aors que 25 souches (100%).de

Sissoko (2006), qui aen sont sensibles.

La colistine (polymyxine E) reste active sur la quasi-totalité de ces souches et
constitue freqguemment la derniere option thérapeutique disponible, au prix d’un risque non

négligeable de néphrotoxicité. L’émergence d’isolats résistants a la colistine, actuellement
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exceptionnelle, fait cependant craindre une évolution vers la panrésistance dans un avenir
proche (Barbier et Wolff., 2010).

L'importance de P. aeruginosa comme cause des infections chez I'nomme est
particulierement due a sa résistance a beaucoup d'antibiotiques. Pour ce qui concerne les
antibiotiques administrés par voie parentérale, les souches sauvages de P. aeruginosa
sont sensibles aux aminoglycosides, et a quelques céphalosporines de troisieme et
guatrieme -générations (ceftazidime, cefepime, cefpirone) , et la piperacilline avec et
sans la tazobactam, carbapenemes, monobactames, la colistine et quelques
fluoroquinolones (Hoiby et al ., 2008).

Vu I'importance de la multirésistance de ces souches, actuellement plusieurs axes de
recherche sont explorés Ainsi, il est possible de prévenir I’adhésion de P. aeruginosa aux
cellules épithéliales en utilisant des agents glycomimeétiques capables de « bloquer » les
récepteurs sur lesgquels se fixent les | ectines bactériennes. Le SST3 ayant un role reconnu

dans |le développement des ces infections (Bentzmann et Plésiat., 2010).

D’autres auteurs (Merens et al., 2011) expliquent que Pseudomonas parvient dans
certaines circonstances & modifier la composition de sa membrane externe de fagon a la
rendre imperméable a I’antibiotique. Ceci peut étre obtenu, soit par des mutations, soit par
I’activation des systemes membranaires complexes appelés « systemes de régulation a

deux composants ».

4. Pouvoir proteolytique des souches de Pseudomonas isolées

Nous avons étudié I’activité protéolytique de divers isolats de Pseudomonas
(services: réanimation et urologie), en ensemencant le milieu gélose au lait par touche ou
par strie,

L activité protéolytique est mise en évidence par I’éclaircissement de la gélose au
tour de la colonie bactérienne (T ab.6)

La production de pyoverdine (coloration fluorescente jaune-vert) par certaines

souches est visible sur ce milieu.
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Tab.6. activité protéolytique des Pseudomonas (services: réanimation et urologie)

C (- C
2 2R8I 18|q| 9 o B K B 9 5K
Souches 131 %199 g1 2 3 3 3 3 2 3
Ple|a|g A g & B B B2
Zonedeprotéolyse | + | + | + |+ |+ |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ | + | +

*Psr : souchederéférence

4.1. Activité protéolytique des Pseudomonas isolées du service de réanimation

Les souches de Pseudomonas isolées de ce service présentent des diametres

d’éclaircissement du milieu autour de la colonie variant de 15 a 26 mm. Ces résultats sont

présentés sur le tableau 7 .

Tab.7. Zones de protéolyses des Pseudomonas du service de réanimation

Souches

R9Ps1

R13Ps2

R15Ps3

R16Ps4

Zone de protéolyse (mm) 22

15

22

26

La souche R16Ps4 donne la zone la plus importante .elle est la plus protéolytique

dans ce service. (Fig.08), suivi par R9Psl et R15Ps3 qui ont donné une zone de

protéolyse de 22 mm chacune.

Fig.08.Activité protéolytique des Pseudomonas (R9Ps1 ; R13Ps2 ; R16Ps4 et R15Ps3)

Sur gélose au lait aprés 24h D’incubation a 37°C. (Service de réanimation)
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La technique d’ensemencement par strie (Fig.9) permet de repartir convenablement
I’inoculum de la souche sur une longueur déterminée, sur une surface de milieu de culture.

L’estimation du pouvoir du systéme protéolytique est plus aisée contrairement a
I’ensemencement par touche.

Fig.9. Activité protéolytique des Pseudomonas (R9 Psl, R13 Ps2, R16 Ps4, et R15 Ps3)

4.2 .Activité protéolytique des Pseudomonas isolées du service d’urologie
Lesrésultats de cetest d’activité protéolytique sont regroupés dansletableau 8, les

diameétres des zones varient de 10 235 mm,

Tab.8. Zone de protéolyse des Pseudomonas du service d’urologie

| s s g s £ §| &5 s
Souches 9 T 7 3 S T T T T
& % & & @ 2 2 A 2

o = N w

Zone de protéolyse (mm) 20 0 15 14 12 33 10 34 35
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Contrairement au service précédent, toutes les souches isolées de ce service présentent une
activité protéolytique sauf la souche U5Ps6 qui n’a pas d’activité (fig.10).

U16Ps12
U17Ps1S

Fig.10. Activité protéol ytique de colonies de Pseudomonas du service d’urologie : USPs6,
U17Ps13, U16Ps12, U9Ps7.sur gélose au lait, 24h a37°C.

Fig. 11. Exemple de Pseudomonas (U3Ps5 ,U5Ps6 ,U9Ps7 ,U12Ps9 ) avec importante zone
de protéolyse
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Lafig. 12. Donne un histogramme de comparaison des activités proteol ytiques des

Pseudomonas des deux services.

Il apparait que les Pseudomonas prelevées sur des patients du services d’urologie
ont une activité proteol ytique importante , cas de la souches U17Ps13, et U16Ps12 , aussi

la souche R16Ps4 au service de réanimation (fig.12).
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H urologie
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O % ‘o e

“ A
4 D *y Ny Ay d <} ]
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Fig.12. activité protéolytique chez les Pseudomonas des services : réanimation, urologie.

une hétérogenicité a pu étre discernée pour les défferentes souches de P.
aeruginosa. comme juge par l'activité protéolytique des isolats cliniques examinés ci-

dessous (fig. 12) .

Janda et al., ( 1980) affirment que dans I'environnement clinique, il semble qu’il y
a un processus de sélection different, favorisant la production des protéases, par des,
souches isolées de crachat (des groupes cliniques) ont eu une basse activité protéol ytique,
il n'est pas éonnant que ce groupe d'isolats pourrait contenir un grand nombre des souches
faiblement protéolytiques. Alors que P .aeruginosa dorigine systémique a eu une
proteolytique la plus élevée, tandis que les isolats urogénitaux ont cascadé dans cette
intervalle.

36



Résultats et discussions

4.3.Frequence de présence des souches Pseudomonas protéolytiques

12 souches de Pseudomonas, 4 isolées au niveau du service de réanimation et 8
souches de I’urologie, sauf la souche U5PS6 produisent des proteéases, sur un milieu
gélosé au lait, avec des niveaux déférents, le tableau 9 donne la fréguence de présence de
ces souches a pouvoir protéol ytique avec une absence presque quasi-totale des souches non

protéolytiques ce qui signifie que lamajor partie des Pseudomonas sont protéol ytiques.

Tab.9. effectif et fréquence des souches de Pseudomonas protéol ytiques

Pouvoir protéolytique en | effectifs (xi) | Frequences | Fréquences
unité conventionnelle relatives (ni’) | cumulées N’(xi)
0 1 0.0714 0.0714

10-15 5 0.3571 0.4285

20-22 4 0.2857 0.7142

22-26 1 0.0714 0.7856

26-35 3 0.2142 0.9998

La figure 13 donne illustration par photos des deux exemples de Pseudomonas
faiblement protéolytiques a droite ensemencement par touche et a gauche ensemencement

par strie. On remarque I’absence de proteolyse chez la souche U5 Ps6 .

Fig. 13 : Exemple de Pseudomonas (U3Ps5 ,U5Ps6 ,U9Ps7 ,U12Ps9 ) avec faible zone de
protéolyse
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Lacolonisation par P. aeruginosa impligque de multiples facteurs contribuant a sa

TS

La littérature scientifique rapporte que I’invasion tissulaire par P. aeruginosa est
favorisée par la production des hémolysines (phospholipase et lecithinase), cytotoxines
(leukocidine), sidérophores et du pigment pyocyanique, d’élastase, de protéases alcalines,

d’ou I’importance de quantifier et de qualifier cesd’ métabolites.

Plusieurs auteurs rapportent des mécanismes de secrétions d’un nombre de protéases :

L’elastase ou Pseudolysine/Las B (métalloprotéinase, a zinc) clive le collagene, les
immunoglobulines G et A (IgG et IgA) ainsi que le complément (Hong et Ghebr ehiwet.,
1992), et perturbe I’intégrité de la barriére épithéliale en dérégulant les jonctions serrées
des cellules épithéliales et interférant avec la clairance mucociliaire. Dégradant les
protéines du surfactant A et D, qui possedent un réle important dans I’immunité innée.

La protéase alcaline(Aeruginolysine) , métalloprotéase de 56 kDa codée par le gene
aprA, la seule protéase secrétée par le systéme de sécrétion de typel. Elle lyse la fibrine et
interfére avec sa formation. Elle inactive les principales protéines de défense de I’hdte
comme les anticorps, le complément, I’interféron et les cytokines (Avidano M.A et al.,
1998).

La protéase IV (Arginyl peptidase), est impliquée dans la dégradation du
fibrinogene, de la plasmine, du plasminogéne, de I’épithélium cornéen et des produits
inflammatoires. Cette protéase est un facteur de virulence important du fait de son
implication dans diverses infections telles que les kératites, les otites, les bactériémies et la

mucoviscidose (Louis €l al., 1998).

La protéase (la staphylolysine), codée par le géne lasA, dont la transcription est
régulée par le quorum sensing et est secrétée par le systeme de sécrétion de type |1, est un
facteur de virulence important lors des infections oculaires a P. aeruginosa (Estrellas et
al., 2000).
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Mais Les méthodes existantes a ce jour pour mesurer |'activité protéolytique ne
permettent pas un dosage séectif de son activité dans des surnageant de culture de P.

aeruginosa, du fait de I'existence d'une autre protéase de spécificité comparable: I'élastase.
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Conclusion

Pseudomonas. aeruginosa peut étre isolé en culture sur des milieux ordinaires
(gélose au lait par exemple) ou sur des milieux rendus sélectifs par I’addition
d’inhibiteur, tel la cétrimide. La température optimale de croissance est comprise
entre 30 et 37 -C

C’est un pathogene nosocomial majeur, en particulier dans les services de
réanimation. L’augmentation actuelle de I’incidence des souches multi résistantes de
P. aeruginosa (PAMR) et les phénomenes épidémiques locaux qui en résultent sont
donc particulierement inquiétants

Si la sévérité des infections nosocomiales a P. aeruginosa est conditionnée par
la virulence propre a I’espéce et par les comorbidités des patients concernés, elle
dépend égaement de la capacité du pathogene a accumuler les mécanismes de
résistance aux antibiotiques

Ces résistances acquises s’ajoutent aux nombreuses résistances naturelles de

I’espéce et peuvent concerner I’ensemble des classes actives sur les souches sauvages

Ces souches sont définies par la résistance a au moins trois des quatre
principales classes d’antibiotiques anti-Pseudomonas (pénicillines /céphal osporines/
monobactames, carbapénémes, aminosides et fluoroquinolones). Elles cumulent
constamment plusieurs mécanismes de résistance aux antibiotiques (efflux,
imperméabilité, modification du site d’action ou inactivation enzymatique),
conséquences d’événements genétiques multiples (mutations et/ou transfert horizontal
de génes de résistance). La pression de sdlection induite par une ou plusieurs
antibiothérapies préalables est le principal facteur de risque d’infection

Dans un contexte pharmaceutique peu favorable ou les innovations en matiére
d’antibiotiques se font rares, I’émergence de souches de P. aeruginosa multi- voire
toto-résistantes pose un réel probléme de santé publique et fait craindre le pire a court
ou moyen terme. Ainsi, dans les services de soins intensifs, les cliniciens sont de plus
en plus souvent confrontés a des infections pour lesquelles les options Thérapeutiques
sont réduites, hasardeuses (par exemple, I’association colistine et rifampicine), voire
inexistantes.

Devant cet état de fait, les stratégies anti-virulence visant, non pas a détruire,

mais a neutraliser la bactérie de facon a I’empécher de nuire deviennent intéressantes
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Conclusion

L’étude de 13 souches de Pseudomonas (12 Pseudomonas aeruginosa et une
Pseudomonas luteola) isolées au niveau des services de réanimation et d’urologie
(CHU de Tlemcen) sur une période de 40 jours, montre une variabilité phénotypique
de la multirésistance aux antibiotiques et de la production des protéases, qui sont
associées a la virulence des souches de Pseudomonas aeruginosa responsable des

infections urinaires.

Des fréguences importantes d’isolement de Pseudomonas sur des patients (avec
port de sondes urinaires) des services de réanimation et d’urologie (23 souches de
Pseudomonas sur 40 prélevements)

La majorité des souches résistent a au moins 7 antibiotiques (I’amoxicilline+acide
clavulanique la Céfotaxime, I’Oxacilline, I’acide nalidixique, I’acide fusidique, la colistine)

de différentes classes.

La méthode de diffusion sur plaque permet d’estimer I’activité protéolytique des
souches de Pseudomonas
Les souches issues des patients du service d’urologie semblent étre plus

protéolytiques

Il serait important dans le future de mener des études dans d’autre services du

CHU de Tlemcen et d’essayer d’autre molécules autres que les antibiotiques

Il serait important d’élargir I’étude I’extraction et la caractérisation de ces
protéases et d’essayer de trouver des méthodes thérapeutiques permettant de réduire la

multi resistance et |a protéolyse de ces souches.
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Annexe 3

Annexe

Table.1. Concentrations, diamétres critiques et régles de lectureinter prétative pour Pseudomonas

aeruginosa.

Concentrations

Antibiotique Charge du critiques Diametres critiques Remarques
disque (mplL) (mm)

) R ) R
Ticarcilline Tipg <lo | #16 | 2R | <2 Cf reoles (1)3(4),
Ticarcilline/ac. clavulanigue T | <162 | 182 | 21| <l y
Pipéracilline g | SI6 | 216 | 218 ) <8
Pipéracilline/tazobactam 151058 IO | 164 | 219 | <1y
[mipénme 10 | 8 | 22| <IT | Unercsistance isoke aux carbapénemes cormespond i une imperméabilité
Meropeneme 10pg <) | s8 | 21 | <l5 |sclective associte d une hydrolyse par la céphalosporinase constitutive de l'espece.
Doripénéme 10y | >4 | M | <19 |Cetleésistance n'est pas croisce avec les autres béta-lactamines,
Astréonam Wpg | <1 | =16 | 227 | <19 |CLregles(3)a(d)
Ceftazidime Mg | o8| 20 <l
Cefppmm My Slﬁ >4 21 | <Y Cf régls (1) (),
Cefpirome RUIT: @ 28 | 210 | <l

Reales de lecture interprétative

Abréviations : TIC, Gcarciline; TCC, arcillng + acide chavalanique ; PIP, piéracilin ; PTZ, pipéracilin + twobactam ; A7, azlociline ; IPM, imipéneme ; ATM, atréonam; CFZ, oéfopérazone ; CPO, cefpirome ;

FEP, céfépime ; CAZ, ceflaidime.

(1) Interpéter [un résuliat S TCC, PIP, PTZ AZL., CHZ CFS i une résistance @ haut niveau (CM1> 256 myl, dsque contact) d TIC est mise en évidence.

(2) Un ssula TIC *TCC ™ st e refation avec une oéphalosporinaseinductible ;i 'y & pas e de changer a ctéoorisation de f icacling

(3) Inerpréer [ un résultat § 4 TIC, TCC, PTZ CFZ, CES, CPO, ATM i un phénatype PIP ™ CAZ ™t TIC "est misen évidence

(4) Unmisulat TIC ™ 7CC " etfow ATM " gvec une sensibifité conservé s aures - actamines du fableau ci-dessus évogue une résistance pareffus. Ffantdonné |'absence de données sur s conséuences climques, il 'y apas

liew e changer ks catéporisations.

(5) Une synergie entre TCC ef ATM el/ow CAZ etlou FEP effou CPO permel la détection de certaings p-lactamases & spectre étendu (BLSE).
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Annexe

Tabl.1.(suit) Concentrations, diamétrescritiques et régles de lecture inter prétative pour

Pseudomonas aeruginosa.

Concentrations

| Ambie Chae aiues | Dlamies cilqes Remarges
dqe (nelL) ()

§ R § R
Tobamy:ne Mg | &4 | >4 | b | <l
Amikane Hpg § | 2l | T | <l
lépamic e Hpg | <8 | 20| 21T | <15 |Crighs(6jer
(oentamiing SpefI0UT)] <4 | >4 | 6 | <l
Nilmkne Mg | b [ 24| 0 | <D
Celisting Hpg | &1 | »l En risin de Fabseace de conélation CMU damétre, il y 2 hew b déterminer L CMI
| de L cistine e oo ekapetic souche multimistante)

Inkerpriation vabble pow polymyvine B,
Cipeoflnacine Spg | <3 | o0 | B | <M
Livoflomacine Sug [ gl [ o1 M | <1 |Valableen cas duiisaon  a posshogie musimale
|Rifampicie Hgg | <4 [obh ] 29 <M
|Fosfomycite Sy | sX [ x| iW | <l |Larbudae acquse i onfomyoe est oo, La peiere de cobeies dars b
+ 302 GoP zone  ibithon e dost s e prse en compee.
|Subfamidss Mgg | <4 (X6 | 21T | <11 |Inkerpriation vable usiquement pour les siuches ischies des wines.
Regles de bcture inderpretative (suilel

Abeivigions 5, peotamacie . T, obeamyeie N, nmacie; A ki b, i

|17 e A st * "o o ™ ™ gt b pedaction e AC .

¥ S conormer i dmees algues e chague ok powr T nequeat, 5 one imination e om0 _ voquant e s i maige, o cbsené pows T eavenble des amingvonss.




Table. 2. Concentrations et diameétres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques
(se reporter aux recommandations pour certaines especes ou certains groupes bactériens,

Annexe

Charge Concentrations Diametres
Antibiotique du critiques critiques
disque (mg/L) (mm)
5 R 5 R
PENICILLINES
Pénicilline G 6pg (10 U = 0,25 >2 =29 < I8
Ampicilline 10 pg =2 =8 =21 < I6
Ampicilline/sulbactam 10/10 pg =28 > 8/8 =21 <16
Amoxicilline 25 pg =2 > 8 =23 < I
Amoxicilline/ac. clavulanique 200 pg <22 > 8/2 =23 < 16
Ticarcilline 75 pg <8 =16 =24 <22
Ticarcilline/ac. clavulanique 7510 pg <82 = 16/2 =24 <22
Pipéracilline 75 png =4 =16 =22 < I8
Pipéracilline/tazobactam 75/10 pg =4 > 16 =22 < I8
Sulbactam <8 -
CARBAPENEMES
Imipéneme 10 pg =2 >8 =24 < 7
Méropénéme 10 pg =2 >8 =22 < I5
Ertapénéme 10 pg <05 =1 =28 <26
Doripénéme 10 pg =1 >4 =M <19
MONOBACTAME

Aztréonam 30 pg =4 >8 >23 < 2]

Table.2.(suite) - Concentrations et diamétres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques
(se reporter aux recommandations pour certaines especes ou certains groupes bactériens,

Charge Concentrations Diametres
Antibiotique du critiques critiques
disque (mg/L) (mm)

5 R S R
CEPHALOSPORINES (Voie parentérale)
Céfazoline =1 >12
Céfalotine 30 pg =8 =32 =18 <12
Céfamandole 30 pg =8 >32 =22 <15
Céfuroxime 30 pg =4 > 8 =25 <22
Céfoxitine 30 pg <8 >32 =22 <15
Céfotétan 30 pg =4 >32 =23 <17
Céfotiam 30 pg =4 »32 =22 <15
Céfopérazone 30 pg =4 =32 =121 <14
Céfotaxime 30 pg =1 >2 =26 <23
Ceftriaxone 30 pg =1 >2 =26 <23
Ceftazidime 30 pg =4 >8 =21 <19
Céfépime 30 pg =4 >8 =21 <19
Cefpirome 30 pg =4 =8 =21 <19
Latamoxef 30 pg =4 =32 =23 <17
Cefsulodine 30 pg =8 >32 =22 < 14

CEPHALOSPORINES (Voie orale)

Céfadroxil 30 pg =8 >32 =18 <12
Céfalexine 30 pg <8 >32 =18 <12
Céfradine 30 pg <8 =32 =18 <12
Céfaclor 10 pg =2 =8 =22 <16
Céfatrizine 10 pg =2 =38 =22 <15
Loracarbet 10 pg =2 >3 =23 <15
Céfuroxime-axétil 10 pg =1 >4 =26 < 20
Céfotiam-héxétil 10 pg =1 >2 =22 <19
Céfixime 10 pg =1 2 =25 <22
Cefpodoxime-proxétil 10 pg =1 >2 =224 <21

Table.2.(suite) - Concentrations et diamétres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques
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(se reporter aux recommandations pour certaines especes ou certains groupes bactériens,

Table.2.(suite) - Concentrations et diamétres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques (se reporter

aux recommandations pour certaines especes ou certains groupes bactériens,

Charge Concentrations Diametres
Antibiotique du critiquas critiques
disque (mg/L) (mm)
S R S R
AMINOSIDES
Sireptomycine
- streptocogues, enérocoques 00 pg <250 > 500 214 <12
- autres bactéries 1011 =8 >16 215 <13
Gentamicine
- streptocoques. eniérocoques 500 pg < 25D =500 =217 <11
- autres bactéries 15 pg (10UD <2 ~4 =18 <16
Nétilmicine 30 pg =2 =4 =21 <19
Kuanamycine
- sireptocoques, enérocoques 1000 ug =250 > 3500 =14 <10
- autres bactéries ol =8 >16 =17 <15
Tobramycine 10 pe =2 >4 =18 <16
Amikacine 30 pe <8 > 16 =17 <15
Isépamicine 30 pg =8 > 16 =17 <15
Spectinomycine (Neisseria gonorrhoeae) 100 pg =64 > 64 =20 <20
PHENICOLES
Chloramphénicol 30 pg =8 > 16 223 <19
TETRACYCLINES

Tétracycline n <4 >8] 219 <17
Oxytétracycline 30U <4 ~8 =19 <17
Doxycycline 30Ul =4 >8 =19 <17
Minucycline 30 UI =4 >8 =19 <17
Tigécycline 15 pg 0,25 >035 222 <22

Antibiotique

MACROLIDES
Erythromycine
Dirithromycine
Azithromyeine
Spiramycine

KETOLIDES
Télithromycine

LINCOSAMIDES
Lincomycine
Clindamycine

STREPTOGRAMINES
Pristinamycine
Quinupristine-caltoprisiine

OXAZOLIDINONES
Linézolide

GLYCOPEPTIDES
Teicoplanine
Vancomycine

POLYPEPTIDES
Bacitrecine
Colistine

SULFAMIDES TRIMETHOPRIME
Sulfamides
Triméthoprime
Trnglhoprinesul lanéthoxazoke

Charge
du
cisque

15Ul
15 g
15 pp
100 pg

30 pg
30 pg

130 pg
50 pe

200 pg
Spg
1,25/23,75 pg

Concentrations
critiques
(mg/L)

S R

<1 >4
<0.12 >4
<05 >4

=1 >4
<05 =2

<2 =8

=2 >2

=1 >2
<05 2

<2 >4

<4 >8

<=4 > 8

<2 %2

<2 =2
=04 =256
=4 =8
=2/38 > 8152

Diametres
critiques
(mm)

S R
=22 <17
=28 <16
2722 <17
=24 <10
=21 <17
=21 <17
2135 <15
222 <19
=25 <19
=28 <24
>17 -
=17 -
=15 =14
=215 <15
=17 <12
=16 <12
=16 <10




Table.2. (suite) - Concentrations et diametres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques (se reporter

aux recommandations pour certaines especes ou certains groupes bactériens,

A

nnexe

Charge Concentrations Diametres
Antibiotique du critiques critiques
disque (mg/L) (mm)
S S R
NITROFURANES 300 pz <64 > 64 =I5 <5
QUINOLONES
Acidc oxolinique 10 pg <2 > 4 =20 <17
Fluméquine 30 pg =4 >8B =25 <2l
Acide nalidixique 30 pg =8 > 16 =20 <15
Acide ppémidique 20 ug <8 > 16 =19 <14
Acide prromidique 25 pug =16 >32 =20 <16
FLUOROQUINOLONES
Ciprofloxacine Spg =05 >1 =25 <22
Enoxacine Spg =1 >2 =22 <19
Lévofloxacine Spg <1 >2 =20 <17
Loméfloxacine Spg <1 >2 =22 <19
Mozifloxacine Sug =05 =1 =24 <21
Norfloxacine Spg =05 >1 =25 <22
Ofloxacine Spg <05 >1 =25 <22
Péfloxacine Sug =1 =>4 =22 <16
Sparfloxacire Spug <1 >2 220 <16
Table.2.(suite) - Concentrations et diameétres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques
(se reporter aux recommandations pour certaines especes ou certains groupes bactériens,
Charge Concenirations Diamétres
Antibiotique du critiques critiques
disque (mg/L) (mm)
S R S R
DIVERS
Acide fusidique 10 ug <2 > 16 =22 <15
Fosfomycine S0ug =32 >3 =14 <14
+ 50 pp GAP
Métronidazole Comprimé 16 ug =4 >4 - <2l
Nitroxoline 20ug <1 >32 =30 <12
Rifampicine 30ug = > 16 19 < 14
Mupirocine Spe <2 - =19 -




Annexe4
Les milieux de culture

Gélose au cétrimide

Géose nutritive 289/l

Cétrimide 0.2g/l

Eau distillé 1L
Gélose nutritive

Gélose nutritive 28g/1

Eau distillé 1L

PH fina : 6.8

Gélose Muller Hinton
Bouillon Muller Hinton 239/l

Agar 10g/I
Eau distillé 1L
Bouillon cceur cerveau (BHIB) «Fluka »
Bouillon cceur cerveau 379/l
Eau distillé 1L

PH final : 7,0+0.1

Bouillon nutritif « BN » (institut Pasteur d’Algeérie)

Bouillon nutritif 25¢9/1
Eau distillé 1L
PH final: 7,0+0.1

APl AUX Medium 7 ml
Sulfate d'ammonium 29
Agar 1,59
Solution de vitamines 10,5 ml

Solution d’oligo-éléments 10 ml
Phosphate monosodique 6,249
Chlorure de potassium 15¢g
Eau déminéralisée gsp 1000 ml
PH find : 7,0-7,2

Annexe



Résumé

Nous avons isolé et identifié 04 souches de P. aeruginosa responsable d’infections urinaires
nosocomiale au niveau du service de réanimation et 08 P. aeruginosa et 01 P. luteola responsable
dansleservice d’urologie par lagalerie Api 20NE.

La résistance des P. aeruginosa aux antibiotiques est réalisée par la méthode de diffusion
sur disque, selon larecommandation du CA-SFM.

les Pseudomonas isolées de service d’urologie présentent une resistance a 8 antibiotiques
parmi les 14 testées, elles ont un pouvoir protéolytique important, le cas des souches U17Psl13,
U16Ps12, et R16PsA.

Il semble qu’il y a une relation entre la multirésistance et I’activité protéolytique toute les
deux contribue au processus infectieux mais mal élucide .

Mot clés: Pseudomonas aeruginosa, protease, activité proteolytique, facteur de virulence.

Summary

We have isolated and identified 04 strains of P. aeruginosa responsible for
nosocomial urinary tract infections in the ICU and 08 P. aeruginosa and 01 P . luteola
responsible  in  the urology department by  Api 20NE  gdlery.

The resistance of P. aeruginosa to antibiotics is performed by the disk diffusion
method, as recommended by the CA-SFM.

Pseudomonas isolated from the urology department have a resistance to 8 antibiotics
among 14 tested, they have a large proteolytic activity, where strains U17Ps13, U16Ps12
and R16P4.

It seems there is a relationship between multidrug resistance and proteolytic activity
both contributes to any infectious process but poorly understood.

Key word Pseudomonas aeruginosa protease, proteolytic activity, virulence factor.
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