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Introduction

Les bactéries du genre Pseudomonas sont caractérisees par leur ubiquité. Leurs
exigences nutritives modestes leur permettent de survivre et de se multiplier sur des surfaces

humides. De ce fait, elles sont fréquemment rencontrées en milieu hospitalier [1].

P. aeruginosa est considéré comme un pathogéne opportuniste infectant
préférentiellement des sujets hospitalisés immunodéficients ou affaiblis : brlés, cancéreux,
malades d’unités de soins intensifs, transplantés, dialysés ou sujets atteints de

mucoviscidose... [2].

Avec un large arsenal de facteurs de virulence, il provoque une gamme d’infections
aigué et chronique en milieu communautaire, mais surtout en milieu hospitalier ou il est
impliqué dans diverses infections associées aux soins. Responsable de 10 a 20% des
infections nosocomiales, le bacille pyocyanique est considéré de nos jours comme un sérieux

probleme de santé publique [3,4].

Il peut causer des infections des voies urinaires, des voies respiratoires surtout chez les
patients atteints de mucoviscidose, et des infections de plaies chez les brllés. Sa pathogénicité
est conférée par I’interaction avec certaines structures de surface et par la sécrétion de
nombreux facteurs de virulence.

Cette bactérie opportuniste est caractérisée par son fort potentiel d’adaptation au milieu
environnant et par sa rapidité d’acquisition de résistances aux antibiotiques, d’autant plus
qu’elle présente un niveau élevé de résistances naturelles.

Ainsi, les molécules habituellement actives sur cette bactérie sont trés restreintes. Les
résistances acquises sont tres fréquentes et sont dues, en plus des facteurs intrinséques a la

bactérie, a I’utilisation abusive des antibiotiques.

Les objectifs de notre travail sont :

v Rechercher des souches de P. aeruginosa a partir des différents prélevements (pus,
urines, sonde...) provenant de malades hospitalisés dans les différents services du CHU
de Constantine en vue de I’identification des souches ;

v’ Déterminer leurs caracteres biochimiques et antigéniques ;

v’ Déterminer leurs profils de résistance aux antibiotiques.
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I. Les Pseudomonas
| .1. Taxonomie

Les bactéries du genre Pseudomonas appartiennent a la famille des Pseudomonadaceae.
Elles sont ubiquitaires et présentent un intérét particulier en microbiologie médicale,

alimentaire, aquatique et environnementale ainsi qu’en agronomique [5].

La famille des Pseudomonadaceae inclut dix genres : Azomonas, Azomonotrichon,
Azorhizophilus, Azotobacter, Cellvibrio, Mesophilobacter, Pseudomonas, Rhizobacter,

Rugamonas, et Serpens [6].

Le genre Pseudomonas regroupe 7 especes : P.aeruginosa, P.chlororaphis, P.
fluorescens, P.pertucinogena, P.putida, P.stutzeri et P.syringae [7] dont Pseudomonas
aeruginosa ou bacille pyocyanique est I’espéce type. Sa taxinomie est présentée dans le

tableau 1 :

Tableau 1. Taxonomie de P. aeruginosa [7].

Reégne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espece aeruginosa
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I.2. Etude bactériologique des Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa a été isolé pour la premiere fois en 1882 par Gessard [7].

Etymologiquement, le mot issu du grec pseudo (=simili ou imitation) et monas (=unite)
désignait les germes du début de la microbiologie. Le mot aeruginosa, qui signifie, en latin,
vert de gris, fait référence au pigment produit par la bactérie et qui donne a la colonie sa

couleur caractéristique [8].

1.2.1.Morphologie

P. aeruginosa est un bacille fin sous forme de batonnet de 1 a 5 um de longueur et 0,5 a
1 um de largeur [7]. C’est une bactérie a Gram-, mobile grace a un flagelle polaire

généralement unique (Figer.1), dépourvu de spores et de capsules [9].

Figure.l : Image tridimensionnelle générée par ordinateur (3D) P. aeruginosa [10].

1.2.2.Caracteres culturaux

Le bacille pyocyanique est une bactérie a besoins trés limités, et en croissance sur des

milieux synthétiques simples. Elle pousse facilement a 37 °C pendant 24 heures [11].

Elle peut croitre entre 5 et 42°C avec un optimum de 30 °C. Par contre, elle supporte de

moindres variations de pH (6,5 a 7,5) avec un pH optimal de 7,2 [11].

C’est une bactérie aérobie stricte mais capable d’utiliser les nitrates en conditions

anaérobies [12]. Elle est caractérisée par une odeur florale [13].

En bactériologie médicale, un milieu sélectif a base de cétrimide (ammonium
quaternaire) permet la recherche et 1’isolement de P. aeruginosa a partir de produits

biologiques (selles, urines, pus, liquide céphalo-rachidien...) [14].
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Trois types de colonies peuvent étre observées simultanément ou de maniére isolée sur

milieux solides [15] :

v Colonies larges « L » de 2 a 3 mm de diametre, a bord irrégulier, rugueuses, une partie
centrale bombée présentant des reflets métalliques.

v Colonie plus petites lisses « S » bombées a bord régulier.

v Colonies muqueuses « M » bombées, coalescentes, filantes rencontrées chez les

souches produisant un slime composé d’un polymére d’alginate.

1.2.3.Caracteres biochimiques

A. Métabolisme

Pseudomonas aeruginosa est caractérisé par un métabolisme oxydatif. Ces bactéries ont
la capacité de dégrader des composes complexes, tels que les protéines et les polysaccharides

complexes comme 1’amidon, la cellulose [8, 16].

Il posséde aussi une nitrate réductase (réduction des nitrates pouvant aller jusqu' au
stade de N gazeux), une arginine —dihydrolase, une Iécithinase (qui ne peut étre révélée qu'en
milieu liquide) [11].

C'est une bactérie dépourvue d'enzymes dégradant le lactose et dégageant une odeur de raisin
ou seringa [17].

B. Production de pigments

Selon BARIR et d’aprés DELARRAS le P.aeruginosa produit deux types de pigments
(fluorescent ou non) qui servent a son identification, ils peuvent étre mis en évidence dans les

milieux de King B et King A.

e Pyoverdine : pigment jaune-vert fluorescent, soluble dans 1’eau, insoluble dans le
chloroforme.
e Pyocyanine (phénazinique) : pigment bleu-vert non fluorescent soluble dans 1’eau et

le chloroforme, Pseudomonas aeruginosa est la seule espece a le produire.
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I.2.4.Caractéres antigéniques

Il existe, chez P. aeruginosa, un antigéne somatique O thermostable, responsable d’une
antigenicité de type. La spécificité de cet antigene O est supportée par plusieurs
polysaccharides correspondant aux chaines latérales du lipopolysaccharide (LPS), dont la
longueur et la composition sont variantes [18].

Le sérotypage des souches, grace a des antisérums dirigés contre cet antigéne, permet de
distinguer 16 sérotypes différents selon la classification de I’IATS (International Antigenic
Typing System). Habituellement, 90 a 95% des souches peuvent étre typées avec ce systeme
[18]

Les antigenes O:1 a 0:11 sont les plus fréquents ; le sérotype O:12 présente la
particularité d'étre le plus résistant aux antibiotiques et est le plus souvent incriminé dans les
infections nosocomiales [19]

Les souches M, en particulier celles qui proviennent de patients atteints de
mucoviscidose, peuvent étre difficiles a typer du fait d’un déficit plus ou moins prononcé en

chaines latérales du LPS de ces souches.

| .3. Habitat

P. aeruginosa est une bactérie ubiquitaire, parfois commensale du tube digestif de
I’homme, saprophyte de 1’eau ; son réservoir naturel est le sol, les lacs, les rivieres, I’eau
polluée, les piscines et les jacuzzis. Elle est largement répandue dans les poussieres et les

aliments crus (particuliérement les légumes : tomates, carottes, céleris) [8].

En milieu hospitalier, P. aeruginosa est parfois présent dans les solutions aseptiques et
sur les instruments tels que les cathéters, les sondes, ou encore dans les canalisations et les
lavabos [20].
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|.4.Facteurs de virulence

La pathogénie de P. aeruginosa est attribuée a la production d’un vaste arsenal de
facteurs de virulence (membranaires et extracellulaires) agissant a différents niveaux au cours
de Dinfection, lui permettant de survivre aussi bien dans différents hotes que dans

I’environnement.

Ces facteurs de virulence sont impliqués dans les différentes étapes du processus

d’infection et permettent ainsi a P. aeruginosa de coloniser son hote.

1.4.1. Facteurs de virulence membranaires

P. aeruginosa présente a sa surface des structures retrouvées chez d’autres Gram-négatif

[21] certaines d’entre elles participent a la mobilité de la bactérie [22].

La bactérie peut provoquer des infections en interagissant directement et souvent
specifiquement avec des récepteurs cellulaires présents chez 1’héte, par le biais de structures
superficielles [22].

% Leflagelle :

Le flagelle bactérien se compose de trois parties (figure 2) : le filament extra bactérien
permettant le mouvement, le crochet et le corps basal ancré dans les membranes bactériennes
[7,23,24].

P. aeruginosa posséde un seul flagelle monotriche polaire lui conférant une mobilité de
type « swimming» dans un environnement aqueux et une mobilité de type « swarming »

permettant le déplacement sur des surfaces semi solides [7, 25, 26, 27,28].

Le flagelle est impliqué dans la pathogénie de la bacterie. Il est également nécessaire
pour la formation du biofilm. II intervient dans 1’adhérence a la surface [7, 29,30]. En outre,
cette organelle participe a la reconnaissance de la bactérie par I’hote en induisant la réponse

inflammatoire [7].
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Figure 2. Structure du flagelle bactérien [31].

®,

% Les pili

Sont des organelles filamenteuses longues, présentes sur la surface de nombreuses
bactéries pathogénes tel que P. aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis,
[7, 32, 33, 34, 35].

Ces structures sont multifonctionnelles et jouent un rdle crucial, en particulier dans I’initiation
de la colonisation.

En effet, elles permettent 1’adhérence de la bactérie aux surfaces épithéliales de 1’hote.
C’est I’étape la plus importante du processus infectieux.

Les pili sont aussi impliqués dans la motilité de type « twitching » qui permet le
déplacement sur une surface solide grace a I’extension puis a la rétraction du pili, et la

mobilité de type « swarming » [7, 36, 37,30].

Ils sont aussi importants pour la formation du biofilm [24], la transformation naturelle et
I’initiation des infections par des bactériophages dont les pili jouent le role de récepteur [7, 38
,39].
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% Lipopolysaccharide (LPS)

La membrane externe de P. aeruginosa est principalement composée de LPS

(LipoPolySaccharide). Ce dernier se compose de trois parties (figure 3).

v' Le lipide A, une région hydrophobe permettant I’ancrage de la structure dans la
bicouche lipidique [7] aussi appelé endotoxine, est responsable d’une stimulation
excessive du systéme immunitaire pouvant provoquer un choc septique et conduire a
la mort [40,41].

v"Un coeur oligosaccharidique hydrophile constitué de chaines polysaccharidiques. Il

se subdivise en un coeur interne et un autre externe.

La partie externe semble étre le ligand qui s’associe avec la protéine CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator). Cette derniére représente le récepteur pour la fixation de

la bactérie aux cellules épithéliales [7,42].

v' L’antigéne O ou polysaccharide O, une partie polysaccharidique variable débordant
de la membrane externe, sur laquelle sont basés le sérotypage et 1’identification

antigénique de P. aeruginosa [7,43].

Selon que I’antigene O est présent ou absent sur le cceur oligosaccharidique, on parle
respectivement de phénotype lisse ou rugueux. Il est possible que cet antigéne soit présent
(phénotype lisse) ou absent (phénotype rugueux) sur le cceur oligosaccharidique [7].

Le phénotype lisse a été souvent décrit comme plus virulent. De plus, les souches
“rugueuses” de P. aeruginosa sont lysées par le sérum humain, alors que les souches “lisse”
sont résistantes au sérum [40].

Le LPS, localisé dans la membrane externe des bactéries a Gram négatif est, d’une part,
connu pour son role protecteur contre la lyse provoquée par le sérum et, d’autre part, pour son
activité endotoxique. 1l est également impliqué dans la stimulation de la réponse

inflammatoire et dans les interactions avec les tissus hétes [40].
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Antigene O . ntans
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Figure 3. Structure du lipopolysaccharide (LPS) [7,44].
% Alginate

L'alginate est un exopolysaccharide mucoide composé¢ de polyméres de I’acide

mannuronique associé avec l'acide glucuronique.

P.aeruginosa produit [I’alginate pour s’adapter dans certaines situations
environnementales inappropriées au développement bactérien. C’est le cas des infections

pulmonaires chroniques des patients atteints de mucoviscidose [45].

La production d’alginate par ces souches permet de la formation d’un biofilm qui
favorise 1’adhésion aux cellules épithéliales [11,46] et protége la bactérie de la phagocytose,

des anticorps, de I’action des antibiotiques et des désinfectants [47].

1.4.2. Facteurs de virulence sécrétés
» L’exotoxine A (ETA)
C’est la protéine la plus cytotoxique produite par P. aeruginosa jouant un réle majeur dans la

virulence de la bactérie [17,48], elle est secrétée sous forme de pro-toxine inactive dans

I’espace intercellulaire via le systéme de sécrétion de type 11 [17].
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Comme la toxine diphtérique, I’exotoxine A est composée de deux domaines :le
domaine A (26 kDa) qui posséde ’activité mono-ADP-ribosyltranférase et le domaine B (45
kDa) qui interagit spécifiqguement avec le récepteur présent a la surface de la cellule héte et
entraine un arrét de la synthése protéique et provoque la mort de la cellule cible par nécrose
[40,49,50].

P. aeruginosa est capable de secréter certains produits qui sont toxiques pour les
cellules et les tissus de I’hote. Ces facteurs de virulence peuvent agir a distance. Ils sont
associés a D’infection aigué et interviennent principalement dans la dissémination de la

bactérie en perturbant les défenses de 1’héte [7].

Sa production dépend de la quantité du fer dans le milieu. Un maximum de production a

été détecté dans un milieu pauvre en fer [7,48].
> Les sidérophores

Le fer est un élément essentiel a la croissance bactérienne. Ainsi, la bactérie entre en
compétition avec 1’eucaryote qui 1I’héberge et notamment avec des molécules comme la
transferrine [51].

Les sidérophores, dont les principaux sont la pyoverdine et la pyochéline, se comportent
comme de véritables chélateurs du fer. lls sont excrétés dans le milieu environnant, puis
récupérés sous leur forme complexée avec le fer ferrique grace a certaines protéines de la
membrane externe [52].

La pyoverdine, pigment jaune fluorescent, responsable pour partie de la couleur
caractéristique des colonies de P. aeruginosa, est le plus puissant des sidérophores [11].

La pyoverdine joue un rdle régulateur dans la sécrétion de certains facteurs de virulence
(exotoxine A, des protéases) ainsi que sa propre sécrétion [40, 53,54].

La pyochéline a une activité moindre, et deux molécules sont nécessaires pour chélater
le fer ferrique [11,55].
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» Les phospholipases C

Les phospholipases sont des enzymes extracellulaires thermolabiles d’environ 80 kDa,
contenant des ions zinc essentiels a I’activité enzymatique [40,56]. Sécrétées par le systéeme
de sécrétion de type Il, elles présentent différentes spécificités de substrats et ont
particulierement pour cible la partie lipidique de la membrane des cellules eucaryotes.
L’action des phospholipases est facilitée par les rhamnolipides bactériens [17].

Trois phospholipases C (PLC) de spécificité de substrats différents ont été identifiées
chez P. aeruginosa [40]. Les phospholipases sont importantes pour la virulence de la bactérie.

Elles déstabilisent la membrane des cellules de 1’hote et sont a 1’origine de la mort cellulaire

[7].
> Elastase

L’activité élastolytique de P. aeruginosa est médiée par 1’action combinée de deux
enzymes protéolytiques, LasA et LasB.

L’élastase LasA (également nommeée protéase staphylolytique ou staphylolysine) est
une protéase a sérine qui agit en synergie avec LasB augmentant ainsi le pouvoir de
dégradation. LasA coupe I’élastine, et la rend ainsi plus accessible a I’action d’autres
protéases comme I’élastase LasB (également nommeée protéase LasB ou pseudolysine) est une
métalloprotéase a zinc qui a une activité protéolytique trés importante [57,58].

La protéase LasB dégrade 1’élastine mais elle est également capable d’inactiver de
nombreuses protéines comme les IgA et les IgG, des composants du complément, le collagéne
et la fibrine. LasB s’attaque aussi aux cytokines comme I’interféron gamma et au facteur

nécrosant des tumeurs (TNF) [57,59].
» Les rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des biosurfactants glycolipidiques réesistants a la chaleur. Ils sont
composés de rhamnose lié a des acides gras B-hydroxylés [7]. P. aeruginosa produit 25
rhamnolipides qui sont différents soit par la longueur de la chaine ou le degré de saturation de
I’acide gras [7,60].
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Plusieurs stimuli environnementaux tels que la densité cellulaire, le stress et la carence
nutritionnelle stimulent la biosynthese des rhamnolipides. Cette biosynthese coincide avec la
phase stationnaire de croissance. Elle est régulée soit au niveau de la transcription soit au
niveau post-transcriptionnel [7].

Ils ont la capacit¢ d’inhiber le phénomene de clairance ciliaire. En outre, les
rhamnolipides jouent un role dans le changement de 1’hydrophobicité de la surface cellulaire,
la mobilité de type « swarming » [60] et dans I’architecture du biofilm. IIs ont une activité
antimicrobienne et une activité hémolytique. De plus, ils inhibent la phagocytose et induisent
la nécrose des PMN (leucocytes PolyMorphoNucléaire) [61].

Ce sont des glycolipides extracellulaires, qui peuvent émulsionner les phosphates
membranaires grace a leur activité détergente, les rendant plus accessibles au clivage par

phospholipase C [11].
> Les lectines

Parmi les facteurs de virulence sécrétés par la bactérie, deux lectines solubles ont été

découvertes récemment.

La premiere, PA-IL (ou LecA), d’une taille de 12,7 kDa, montre une spécificité pour le
galactose, et la deuxieme, PA-IIL (ou LecB) d’une taille de 11,7 kDa, montre une trés forte

affinité pour le fucose [62,63].

Les deux protéines sont principalement présentes dans le cytoplasme de la bactérie mais

ont aussi été identifiées sur la surface de la membrane externe de la bactérie [64].

Elles ne montrent aucune identité de séquence mais sont toutes les deux dépendantes de

la présence du calcium pour étre actives.

Des travaux récents ont montré que la lectine pourrait étre impliquée dans la
reconnaissance et 1’adhésion bactérie-hOte, bactérie-bactérie ou encore bactérie-biofilm
[40,65].
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> Les proteases alcalines

La protéase alcaline est une protéase qui dégrade la fibrine. Elle est sécrétée par le
systeme de sécrétion de type | [40,66]. Elle peut dégrader les interférons et les composants du
complément [11]. Son rdle pathogene est documenté dans les infections cornéennes comme
toutes les protéases produites chez P. aeruginosa. Elle participe aussi dans la
physiopathologie des pneumopathies aigués [40,66].

» La Pyocyanine

La pyocyanine est un pigment bleu vert sécrété par la bactérie et impliqué dans de
nombreux mécanismes de pathogénicité. Elle réprime la réponse immunitaire de la cellule

héte, induit 1’apoptose des neutrophiles et induit la production d’IL-8 [11,17].
> Les toxines sécrétées via le systeme de sécrétion de type 111

Le systéme de sécrétion de type Il induit la nécrose des cellules de I’immunité innée
(polynucléaires neutrophiles et macrophages) et permet ainsi a la bactérie d’échapper au
systeme immunitaire. Par ailleurs, il provoque une déstructuration du cytosquelette des

cellules éepithéliales. 1l joue donc un réle primordial dans la phase de colonisation [17].

Il est certainement le systeme le plus étudié, il est composé d’une vingtaine de
protéines. P. aeruginosa utilise ce systeme qui est un déterminant majeur de la virulence et

permet a la bactérie d’injecter ses toxines dans la cellule hote [67].
P. aeruginosa secréte quatre exotoxines a travers ce systeme:

L’exoenzyme S: sa cible est le cytosquelette. Elle dépolymérise les filaments d’actine et
de vimentine. Cette activité se manifeste en particulier sur les macrophages. Elle interfére

aussi avec plusieurs échelons de la défense immunitaire [45].

L’exoenzyme T: elle est impliquée dans I’infection pulmonaire. Cette exotoXine
semble interférer avec 1’organisation des filaments d’actine et empéche I’exocytose, la

progression du cycle cellulaire et la phagocytose.

L’exoenzyme Y: c’est une adénylate cyclase, elle augmente la concentration d’AMP

cyclique dans les cellules infectées de 1’hote.
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L’exoenzyme U: cette toxine possede une activité phospholitique détruisant la
membrane cellulaire, elle pourrait de contribuer a la mort de la cellule par nécrose [68]. Sa

toxicité est 100 fois plus grande que celle de I’exo S [69].

I.5.Résistance aux antibiotiques

P. aeruginosa est un pathogene opportuniste redoutable en milieu hospitalier,
essentiellement responsable d’infections nosocomiales de localisation variées et séveres. Le
traitement de ces infections est souvent difficile, de par la résistance naturelle et acquise de ce
germe a de nombreux antibiotiques [70].

P. aeruginosa est caractérisé par son aptitude particuliére a acquérir et a cumuler de
nombreux et variés mécanismes de résistance : sécrétion des béta-lactamases, modification de
la perméabilité membranaire (efflux, impérméabilité) et modification de la cible notamment

les topoisomérases [24].

I.5.1.Résistance naturelle et antibiotiques habituellement actifs

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espéce qui touche toute les
souches de I’espece considérée (phénotype sauvage) [71] et qui peut se traduise par une
faible perméabilité de la membrane externe aux différents antibiotiques. Les LPS et les

protéines de la membrane externe (OMPs) seraient responsables de cette obstruction [72].

P. aeruginosa présente un niveau élevé de résistance naturelle aux antibiotiques. Ainsi,
les molécules habituellement actives sur cette bactérie sont de nombre limité et sont
représentées par certaines -lactamines (pipéracilline et ticarcilline, avec ou sans inhibiteur,
ceftazidime, céfépime, aztréonam, imipéneme, méropéneme, doripénéme), les
fluoroquinolones (ciprofloxacine, Iévofloxacine), les aminosides (sauf la kanamycine), la
fosfomycine, la colimycine [73]. Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistant aux
pénicillines des groupes V G M et A, a la plupart des céphalosporines de premiere, deuxieme

et troisieme génération [74].
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1.5.2.Epidémiologie des résistances acquises aux antibiotiques

En plus de ces résistances naturelles, les résistances acquises sont trés fréquentes pour

les antibiotiques antipyocyaniques.

Les mécanismes de résistance, liés a des mutations chromosomiques ou a 1’acquisition
de génes exogeénes de résistance, sont variés. Ils conferent des phénotypes de resistance

détectables a 1’antibiogramme par les biologistes.

Par groupes de service, les souches les moins sensibles sont rencontrées dans les
services de soins intensifs et de brlés [75]. Parmi les principaux types de prélévements, les
taux les plus bas de sensibilité sont rapportés pour les échantillons d’origine respiratoire pour
les bétalactamines et dans les échantillons urinaires pour la ciprofloxacine. Cette résistance
plus importante dans les sites respiratoires et urinaires peut s’expliquer par la fréquence et
I’importance des colonisations a P. aeruginosa sur sonde urinaire ou dans le tractus
respiratoire et la pression antibiotique exercée chez ces patients avec les familles
d’antibiotiques les plus utilisés dans ces localisations spécifiques. Dans les bactériémies, les
données franc, aises issues de I’European Antimicrobial Resistance Surveillance System
(EARSS) montrent qu’en 2008, la sensibilité aux antibiotiques de P. aeruginosa est de 78 %
pour la pipéracilline, 85 % pour la ceftazidime, 84 % pour les carbapénemes, 71,5 % pour les
aminosides, 75 % pour la ciprofloxacine.

Dans le réseau de surveillance REA-Raisin qui inclut 40 % des lits de réanimation
adulte en France (176 services), on note une diminution du pourcentage de souches présentant
une résistance a la ceftazidime. En effet 26,2 % des souches de P. aeruginosa étaient
résistantes a la ceftazidime en 2004, contre 18,2 en 2009 [76]. L’association de plusieurs
mécanismes de résistance aboutit a des souches multirésistantes a la plupart des antibiotiques
habituellement utilisés en thérapeutique dans les infections a P. aeruginosa [77]. Une souche
multirésistante est définie comme ayant acquis une résistance dans au moins trois familles
d’antibiotiques habituellement actifs comme les bétalactamines anti-Pseudomonas, les
fluoroquinolones et les aminosides. En pratique, la plupart des réseaux de surveillance se
basent sur la sensibilité de P. aeruginosa a la ceftazidime pour juger de I’évolution de

sensibilité des souches.
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Par rapport aux données de sensibilit¢ de 1’étude multicentrique GERPA (Groupe
d’étude de la résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques) de 2004, la résistance de
P. aeruginosa aux antibiotiques n’augmente pas de fagon globale en France. Cependant, la
nature de cette résistance devient de plus en plus inquiétante avec I’émergence a bas bruit de
souches productrices de bétalactamases a spectre étendu ou de carbapénémases. Si les souches
multirésistantes restent encore confinées sous forme de petits foyers en France [78], le risque
d’extension est bien présent. D’autre part, le risque d’importation a partir de pays ou ces
souches sont de plus en plus répandues doit étre pris en compte. Ceci doit appeler & une
vigilance renforcée pour les dépister et renforcer rapidement les mesures d’hygiéne autour des

cas d’infection ou de portage afin d’éviter leur transmission.

1.5.3. Activité des antiseptiques et désinfectants

P. aeruginosa se situe parmi les bactéries a Gram négatif les moins sensibles a I’action
bactériostatique et bactéricide des antiseptiques et désinfectants .La faible sensibilité de cette
espece est liée a la structure de la membrane externe et au LPS, qui font obstacle au passage

des molécules biocides [79].

Il peut développer des résistances aux produits désinfectants utilisés dans le milieu
hospitalier, notamment grace a la faible perméabilité de sa membrane mais également par la
présence de biofilm et a ’acquisition potentielle de résistance par des mécanismeS non

enzymatiques [80].

Les antiseptiques et les désinfectants les plus actifs sur P. aeruginosa sont les dérivés
chlorés, les dérivés iodés, les aldéhydes, le peroxyde d’hydrogeéne. L’alcool, les dérivés
phénoliques (hexachlorophene, triclosan), les ammoniums quaternaires, les biguanides

(chlorhexidine), les dérivés mercuriels ou les dérivés argentiques [79].

Concernant les produits désinfectant utilisés dans 1’eau, le chlore pénetre dans les
cellules planctoniques malgré la faible perméabilité et tue ainsi la bactérie en provoquant une
oxydation des enzymes présentes dans le cytoplasme. En revanche, lorsque P. aeruginosa se
trouve a Dintérieur d’un biofilm, les hypochlorites ne pénctrent pas la matrice de

polysaccharides et de glycoprotéines qui constituent ce biofilm [81].
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I1. Pouvoir pathogene et expression clinique

Les infections a P. aeruginosa sont connues pour étre difficiles a traiter, en raison de sa
capacité a bien résister a beaucoup d’antibiotiques, et sa capacit¢ d’acquérir de nouveaux
mécanismes de résistance tres rapidement [82]. Ce qui le qualifie de pathogene opportuniste

impliqué, par excellence, dans les infections nosocomiales les plus redoutables [83].

P. aeruginosa est une bactérie opportuniste qui provoque rarement des infections chez
les sujets immunocompétents. Il s’agit alors d’infestations massives par exemple chez les
nageurs de piscines contaminées ou d’inoculations traumatiques directes dans un tissu ou une

cavité (méningites ou ostéomyélite d’inoculation) [57].

En fait, il est de régle que les infections a pyocyanique surviennent chez des malades
fragilisés en milieu hospitalier. L’antibiothérapie favorise I’implantation des bactéries sur la
peau ou les muqueuses de ces malades. Le concept d’immunodépression inclut 1’état
consécutif aux stress, a des traumatismes divers (brulures, fractures, interventions
chirurgicales, injections intraveineuses d’héroine, manceuvres instrumentales), a des
chimiothérapies neutropéniantes utilisées pour le traitement des cancers ou des leucémies
mais aussi les tares (diabéte, mucoviscidose...) la malnutrition, 1’age (prématurité) ou le

délabrement physiologique (vieillesse) [12].

I11. Diagnostic
I11. 1. Prélevement

Les prélévements permettant de mettre en évidence une bactérie responsable d’une
infection dépendent du site anatomique atteint, mais peuvent correspondre a des liquides

biologiques comme le liquide pleural dans lesquels la bactérie ou des antigénes bactériens

peuvent étre détectés [15].

Ces prélevements sont soit de consistance liquide (urine, pus, liquide céphalorachidien,
liquides d’épanchement, etc.) soit de consistance solide (cathéters, redons ; drain, matériel
prothétique, etc.) dans le cas des hémocultures, le prélevement de sang est directement mis

dans un flacon de culture dés sa réalisation [15].
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I11. 2. Transport et fiche de renseignements

Les resultats des examens bactériologiques dépendent pour une grande partie des

conditions de prélévements et de transport [84, 45].

Les échantillons biologiques sont prélevés dans des flacons stériles puis transmis au
laboratoire le plus rapidement possible [15].

Il faut donc veiller a ce que le prélevement soit correctement fait, et que les délais de
transport et les techniques de conservation soient respectés. De méme, une fiche de

renseignements remplie correctement doit toujours accompagner le prélevement [84,45].

111 .3. Examen macroscopique

L’examen macroscopique permet de noter les principaux caractéres des prélévements:
- Trouble: urine, LCR, liquide pleural ou articulaire.
- Couleur: une couleur bleue-verte peut étre retrouvée sur les plaies infectés ou les

expectorations purulentes.

I11. 4. Examens microscopiques

L’examen microscopique en bactériologie peut étre effectué en deux phases: sans
coloration de I’échantillon par observation directe entre lame et lamelle ou bien apres

coloration de 1’échantillon [15].

III .4.1. Examen a I’état frais

C’est une méthode rapide qui consiste a observer entre lame et lamelle un prélévement
bactérien a 1’objectif 40. Les renseignements obtenus par cette observation concernent
principalement la mobilité des bactéries [15].

Il permet 1’observation des bactéries vivantes et la détermination de leur cytologie, de

leur morphologie, de leur mode de groupement et sur tous leur mobilité éventuelle [14].

111 .4.2.Coloration au bleu de méthyléne

La coloration au bleu de methylene permet la mise en évidence de la forme, la taille et
le mode de regroupement des bactéries. Cette technique est utilisée également pour confirmer
I’étude cytologique faite au cours de I’examen a 1’état frais [84,85] et pour certains

prélevements comme les ponctions (ex: LCR).
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111 .4.3. Coloration de GRAM

La coloration de Gram permet de diviser le monde des bactéries en deux groupes
distincts Gram + et Gram - . Cette coloration est toujours réalisée en routine lors des premiers
examens de produits pathologiques en bactériologie médicale ; elle permet aussi d’apprécier
la pureté des souches bactériennes avant toute identification [14].

I11. 5. Culture / isolement

Les bactéries d’intérét médical les plus fréquemment responsables d’infection arrivent a
se développer sur des milieux de culture. Ces milieux sont indispensables a la multiplication
bactérienne, ce qui permet par la suite une identification ainsi que I’étude de la sensibilité aux
antibiotiques lorsque la bactérie est isolée en culture pure [15].

Les milieux de culture utilisés en bactériologie doivent contenir les éléments nécessaires
a la survie et a la multiplication des bactéries, et doivent posséder les propriétés
physicochimiques convenant a cette culture (pH en particulier) [15].

P. aeruginosa peut étre cultivé en aérobiose sur milieu usuel non enrichi, a 37C° ainsi
qu’a 42C°. Des milieux sélectifs, comme le milieu au cétrimide, peuvent étre utilisés en cas

de recherche spécifique sur des prélévements polymicrobiens.

111 .6. ldentification

L’identification est faite sur la base des différentes informations relatives a 1’aspect des
colonies, a la coloration de Gram, aux caractéres biochimiques (test a I’oxydase surtout) [69].
L’identification d’espéce peut reposer sur une identification biochimique (galeries

manuelles ou automates) ou par spectrométrie de masse [79] et le sérotypage.

I11.7. Antibiogramme

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d'une
souche bactérienne vis-a-vis d'un ou de plusieurs antibiotiques a concentrations connues [57].
Pour P. aeruginosa, la liste standard des antibiotiques comporte la ticarcilline, la
pipéracilline, la ceftazidime, I’imipéneme (ou le méropéneme), I’aztréonam, la gentamicine,

la tobramycine, I’amikacine, la cipro- floxacine et la colistine [79].
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IV. Prophylaxie et prévention

IV.1. Hygiene et bon usage des antibiotiques

La prévention des infections a P. aeruginosa repose sur trois principes :

v la maitrise de la pression de sélection antibiotique: cet élément est majeur, il s’agit
d’éviter, par le biais d’une antibiothérapie visant d’autres especes bactériennes, et

inactive ou peu active sur P. aeruginosa, de favoriser I’émergence de cette espéce.

De méme, I’utilisation d’antibiotiques habituellement actifs sur P. aeruginosa doit
suivre les recommandations de bonne prescription (associations, posologie, mode et durée
d’administration) pour éviter 1’émergence de résistances acquises [86]. Ceci entre dans la
politique générale de bon usage des antibiotiques.

Toute antibiothérapie doit donc étre justifiée et raisonnée afin de limiter ce risque. En
pratique, les choses ne sont pas toujours simples, car les impératifs cliniques (choc septique
par exemple) conduisent souvent a instituer une antibiothérapie a large spectre qui ne peut pas

toujours étre adaptée secondairement, par manque de documentation bactériologique ;

v la maitrise de la transmission croisée entre patients ou par I’intermédiaire des
soignants: elle repose sur 1’application des précautions standards d’hygiéne et, dans
certains cas particuliers, par I’application de précautions complémentaires dites «

contact ».

L’isolement des patients porteurs de bactéries multirésistantes (BMR) est un isolement,

de type septique, associant un isolement géographique et un isolement technique ;

v la maitrise des gites de P. aeruginosa dans I’environnement hospitalier, que ce soit
sur des supports inertes humides (lavabos, nébulisateurs), dans le réseau d’eau ou dans

des solutions antiseptiques contaminées (ammoniums quaternaires, chlorhexidine).

L’intérét du dépistage des porteurs de P.aeruginosa dans les services de soins
intensifs a donné lieu a de nombreux débats. Selon les recommandations de la Société
francaise d’hygie¢ne hospitaliere d’avril 2009, concernant la prévention de la transmission
croisée [87], ce dépistage, a I’admission, au cours du séjour ou a la sortie de réanimation,

n’est pas recommandé s’il a été établi que 1’incidence du portage est faible.
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Il est par contre recommandé en cas d’épidémie récente, d’épidémie installée ou de
situation endémoépidémique (avec notion de clonalité). Il doit alors étre effectué sur un

prélevement de gorge, une aspiration trachéale ou par écouvillonnage rectal.

Il a été établi que I’identification d’une souche de P. aeruginosa présentant une
résistance a I’imipénéme associée a d’autres résistances, que ce soit en situation de portage ou
d’infection, doit conduire a la mise en place de précautions complémentaires contacts
(mesures barrieres type isolement en chambre seule, matériel dédie, renforcement de
I’hygi¢éne des mains, etc.). Ceci ne concerne donc ni les souches de P. aeruginosa de
phénotype sauvage, ni les souches qui présentent une résistance isolée a I’imipénéme
(mécanisme d’imperméabilité liée a la perte de la porine OprD). En revanche, la conduite a
tenir vis-a-vis des souches résistantes a la ceftazidime n’a pas fait de consensus et doit donc
étre décidée localement entre les services cliniques, 1’équipe opérationnelle d’hygiene

hospitaliére et le comité de lutte contre les infections nosocomiales.

P. aeruginosa, impliqué dans plus de 10 % des infections endémiques a I’hopital, est
¢galement un agent fréquent d’épidémies acquises a I’hdpital avec environ 15 % des
¢épidémies d’infections acquises a 1’hopital [79]. Il importe de disposer, au niveau de chaque
structure hospitaliere, d’un systéme de surveillance organisé¢ par les équipes d’hygiene
hospitaliere capable de détecter une modification du bruit de fond endémique, d’identifier
rapidement une épidémie et de donner précocement ’alerte. Les infections qui font suite a des
actes exploratoires ou invasifs et celles qui surviennent dans les services de soins intensifs ou

abritant des patients immunodéprimés font I’objet d’une surveillance parti culiére.

A partir de la détection initiale de cas groupés, 1’investigation doit respecter plusieurs
étapes : confirmation du phénomene épidémique, enquéte épidémiologique et
microbiologique a la recherche de la source, prise de mesures correctives, evaluation des
résultats de ces mesures correctives, et parfois, recours a des méthodes de typage

épidémiologique.
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Le réle du comité de lutte contre les infections nosocomiales est primordial pour la
prise de décision qui peut concerner l’ensemble de 1’établissement. Lors de la phase
analytique de I’enquéte épidémiologique, une attention particuliére doit étre portée sur les
possibles sources de contamination liées a 1’environnement humide. Les gestes invasifs
nécessitant un contact avec des solutions aqueuses, du matériel humide ou désinfecté en phase
liquide, peuvent étre a 1’origine d’infections épidémiques. La transmission croisée impliquant

du personnel ayant eu en charge des patients déja infectés ou colonisés doit étre envisagée.

IV.2. Place de la vaccination et de ’immunothérapie

L’¢élaboration de vaccins ou d’anticorps monoclonaux contre [’infection a
P. aeruginosa présente un double objectif: limiter I’inflammation lente et inexorable du
parenchyme pulmonaire chez les patients souffrant de mucoviscidose et obtenir une activité

protectrice vis-a-vis des infections sévéres a P. aeruginosa, en particulier chez les brileés.

Plusieurs vaccins, utilisant 1’alginate, le LPS, I’exotoxineA, la flagelline, ont été testés
par voie orale, parentérale ou intra nasale. Si beaucoup de vaccins expérimentaux ou
d’anticorps monoclonaux ont été évalués avec, pour certains, des résultats prometteurs dans
des essais précliniques, trés peu ont atteint le stade de I’essai clinique et aucun n’a obtenu
d’AMM [88,89].

En 2012, deux vaccins étaient en phase d’essai clinique, aucun vaccin n’a encore pu
prouver son efficacité en pratique clinique dans la prévention des infections chroniques a
P. aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose [90]. L’utilisation d’un vaccin anti

Pseudomonas ou d’anticorps efficaces en pratique courante demandera encore du temps.
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Matériel et méthodes

I. Lieu et durée du stage

Ce travail a duré trois mois (de 18 février au 18 mai 2018). Il a été réalisé au niveau du
Service de Microbiologie du Centre Hospitalo-universitaire BenBadis de Constantine
(CHUC).
1. Type de I’étude

Il s’agit de :

- Une étude rétrospective portant sur des résultats bactériologiques de différents
prélevements provenant des patients hospitalisés et des patients traités en externe
sur une période de 12 mois (année 2017).

- Une étude prospective (du 18 février au 18 mai 2018) portant sur 1’identification

phénotypique de 26 souches.

I11. Matériel

I11.1. Matériel pour prélévements

- Flacons d’hémoculture, bouillon citraté, milieux de castanéda et flacons bact/alert
(systéeme automatise)

- Seringues

- Tubes stériles

- Sacs collecteurs

- Ecouvillons

- Cathéters d’aspiration

- Polyvidone iodée

- Alcool a 70°

111.2. Matériel pour analyse et antibiogramme
Pour la réalisation de cette étude, nous avons utilisés :

111.2.1. matériel

- Anse de platine

- Lames et lamelles
- Pipettes Pasteur

- Microscope
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- Cellule de Nageotte
- Boites de Pétri

- Bec Bunsen

- Papier Joseph

- Etuve a 37° + CO;
- Tubes & essais

- Ecouvillons

- Pince

- Distributeur d’ATB

111.2.2. Les milieux

- Milieu Hektoen

- Gélose Nutritive

- Milieu Hektoen

- Milieu Chapman

- Gélose au sang cuit (chocolat)
- Milieu Mueller-Hinton

- Milieu Mannitol

- Milieu Citrate de Simmons

- Milieu TSI (Triple Sugar Iron)
- Milieu urée-indole

- Bouillon cceur-cervelle (BCC)
- Milieu Clark et Lubs

111.2.3. Réactifs

- Bleu de Méthyléene

- Violet de Gentiane

- Lugol

- Alcool a 95°

- Fuchsine

- Disques d’oxydase

- Réactif de Kovacs

- Réactif TDA (perchlorure de fer)
- Rouge de Méthyle

- NaOH ou KOH (VP1)
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- a- Naphtol (VP2)
- Sérums (anticorps) anti-O polyvalents
- Sérums (anticorps) anti-O polyvalents: PMA -PMC- PME — PMF

- Sérums monovalents de P1 a P16

Tableau 2. Sérums (anticorps) anti-O polyvalents avec leurs sérums monovalents

PMA P1 P3 P4 P6

PMC P9 P10 P13 P14
PME P2 PS P15 P16
PMF P7 P8 P11 P12

- Antibiotiques en disque:

Ticarcilline, Piperacilline, Piperacilline + Tazobactam, Ceftazidime, Cefepime, Aztreonam,
Imipénéme, Fosfomycine, Kanamycine, Tobramycine, Gentamicine, Amikacine, Pefloxacine,
Ciprofloxacine, Sulfamethoxazole, Trimetoprime, Sulfamethoxazole + Trimetoprime,

Colistine, Chloramphenicol.

111.3. Matériel biologique :

- Pour I’étude rétrospective, nous avons étudiés 630 souches de P. aeruginosa de 1’année
2017.

- Pour I’étude prospective, nous avons eétudiés 26 souches de P. aeruginosa isolées a
partir de prélevements de patients des deux sexes et de différents services de 3 mois de
2018 (tableau 3).
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Tableau 3. Origine des souches utilisées.

Matériel et méthodes

N° du

N° de

o - Sexe Nature de service
prelevement reférence prélévement
; Urgence
Plaie
1 1262 F (péritoniite) Chirurgicale
5 1052 = Sonde Centre de Brdlés
Traitement
3 1031 H Pus (dos) Ambulatoire
Urgence
4 857 F pus Chirurgicale
Urgence
5 1626 H Sonde urinaire Chirurgicale
6 1602 H Pus ORL
7 1298 = Sonde Centre de Brdlés
3 1288 = PUS Chirurgie A
o 1973 e _PIai_e Médecine Interne
chirurgicale
Pus Réanimation
10 1705 F (prélevement de Médicale
la fesse)
1 1082 H Pus D’une’ Chirurgie A
Plaie Infecté
12 1989 = DUS Chirurgie B
Centre de
13 1992 H Pus traumatologie
2 prélevements o
14 2007 H de pus (plaie Orthopédie B
infecte)
Traitement
15 2010 F Pus (jambe) Ambulatoire
Réanimation
16 524 F drain thoracique Médicale
17 1228 H sang Réanimation de
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Brilés
18 1295 Sonde vésicale | Centre de Brdlés
Al Urgence
prélevement _ _
19 1973 trachéal Chirurgicale
20 2039 ECBU Médecine Interne
22 894 PUs Dermatologie
2 prélevements o
infecte)
Traitement
24 2121 F ECBU Ambulatoire
Service des
25 2376 F ECBU Mala_ldles
Infectieuses
26 1502 F pus Nurserie
H : homme
F : femme

1V. Méthodes

IV.1. Techniques de prélévement

1VV.1.1. Prélévements urinaires

& Chez I’adulte :

Recueil si possible le matin, au lever, sinon au moins 4 heures apres la derniére
miction ;

Se laver soigneusement les mains avec un savon ;

Faire une toilette intime soigneuse a l'eau et au savon si le recueil se fait au
domicile du patient ou avec une lingette antiseptique si le recueil est réalisé au
laboratoire ;

Ouvrir le flacon stérile au dernier moment et sans toucher ni I’intérieur du flacon,
ni I’intérieur du couvercle ;

Il est essentiel de ne recueillir que le mi- jet ;
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Uriner ensuite directement dans le flacon et le refermer soigneusement sinon
recueillir dans un tube stérile (environ 20 ml);
Identifier I’échantillon et noter sur le flacon ou le tube : nom, prénom, &ge, ainsi

que la date et I’heure du recueil.

& Chez le nourrisson:

Le prélévement peut étre réalisé par un parent ou le personnel de santé.

Se laver tres soigneusement les mains ;

Installer I’enfant sur le dos les jambes écartées, comme pour lui mettre une
couche ;

Nettoyer soigneusement la zone uro-génitale a 1’eau et au savon. Un antiseptique
peut étre utilisé sur prescription médicale ;

Bien sécher la peau qui ne doit pas étre recouverte de poudre ou de creme et ne
présenter aucune irritation ;

Placer une poche a urine, en faisant attention a ne pas toucher 1’intérieur de la
poche ;

A la fin de la miction, le sac est fermé hermétiquement et porté au laboratoire
avec la fiche de renseignements ;

le dispositif doit étre gardé seulement 30 minutes, sinon il faut refaire 1’opération.

& Chez le patient sondé a demeure :

Chez un patient porteur d’une sonde urinaire, le recueil se fait par ponction (seringue)

sur un site spécifique dans la paroi de la sonde en respectant les étapes suivantes :

- Clamper le tuyau de la sonde, en dessous du site de prélévement 10 a 15 minutes

avant le prélevement ;

- Réaliser une désinfection des mains par friction ;

- Porter des gants stériles ;

- Désinfecter le site de prélevement avec des compresses imprégnées d’alcool a 70

ou un autre antiseptique alcooligue ;

- Réaliser la ponction et transvaser dans un tube stérile ;

IV.1.2. Prélevements de pus

Le prelevement se fait :

» Soit par écouvillonnage d’'une plaie superficielle
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Un écouvillon que l'on peut immerger ou imbiber de milieu de transport est
préférable a un écouvillon sec qui ne permet pas la recherche de germes
anaérobies.

On repérera et on prélevera les traces purulentes qui devront étre échantillonnées.
En leur absence, le prélevement devra étre réalisé au fond de la plaie ou aux
endroits ou celle-ci est peu accessible aux contaminations, il faut au besoin écarter
les berges.

Soit & la seringue purgée d'air en évitant de contaminer le prélévement par la
flore commensale

Il se fait par ponction du pus ou des sécrétions a analyser.

Aprés désinfection de la peau a l'alcool, on peut envoyer rapidement le
prélevement dans la seringue, apres avoir recouvert l'aiguille de son capuchon et
purge l'air éventuellement présent dans la seringue. Si le délai est trop lent, utiliser

un milieu de transport dans lequel on injecte le prélevement.

IV.1.3. Prélévements sanguins

La ponction veineuse constitue la méthode habituelle des hémocultures :

- Nouveau-né / nourrisson : veine jugulaire, cathéter ombilical, en cas de
disponibilité de dispositif de micro-hémoculture : talon.

- Adulte : veine du pli du coude.

L hémoculture est réalisée avant toute antibiothérapie au moment des :

- Frissons.
- Et /ou pics fébriles.

- Si la température est en plateau, le prélevement se fait a n’importe quel moment.

Et dans des conditions d’asepsie rigoureuse :

- Le préleveur doit se désinfecter les mains et porter des gants ;

- Le site de prélevement doit étre soigneusement désinfecté du centre vers la
périphérie successivement avec de 1’alcool a 70° puis avec un produit iodé ;

- Le bouchon du flacon d’hémoculture est désinfecté soigneusement avec le

polyvidone iodée ou de I’alcool a 70°.

On ponctionne le sang veineux a raison de :

- 5-10 ml pour I’adulte.

- 1-5 ml pour I’enfant et le nourrisson.
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2 a 3 hémocultures par 24 heures sont suffisantes ; un espace de temps de 30 a 60
minutes entre deux prélévements est nécessaire.

Les flacons d’hémocultures contiennent des bouillons d’enrichissement simples ou
enrichis, favorisant la croissance de la plupart des bactéries comme par exemple: bouillon
citraté, milieu de castanéda.

Les systéemes automatisés permettent une détection précoce de la croissance
bactérienne. Lors de la croissance bactérienne, les bactéries produisent du CO2, entrainant
une baisse du pH qui sera détectée par I’automate.

Il faut acheminer les flacons le plus rapidement possible au laboratoire ou ils sont

immédiatement placés a 1’étuve a 37°C ou introduits dans I’automate [73].
IV.1.4. Préléevement des liquides de ponction

Les liquides d’épanchements (les liquides pleuraux, liquides d’ascite, liquides
péricardiques, liquides de péritonite, liquides articulaires) sont précieux, car le prélevement
peut parfois se révéler difficile. La ponction est réalisée dans des conditions d’asepsie
rigoureuse a I’aide d’une seringue. Le liquide (Quantité nécessaire >3ml) recueilli dans un

tube stérile est rapidement porté au laboratoire.

IV.1.5. Prélevement de LCR

Le LCR est prélevé par ponction lombaire (PL). Cette ponction doit se faire dans des
conditions extrémes d’asepsie (peau du patient et doigts du meédecin), pour éviter les
contaminations de conséquences, souvent, graves.

Le prélevement est réalisé dans le bas du dos

La PL se fait entre les vertébres lombaires L4 - L5 ou L5 -S1.

Le LCR est recueilli dans des tubes stériles étiquetés au nom du malade (2 & 5 ml chez
I’adulte, moins chez I’enfant).

Il est préconisé de le recueillir dans 3 tubes numérotés de 1 a 3 pour distinguer entre une
hémorragie meéningée (liquide rouge incoagulable dans les trois tubes puis devient
xanthochromique) et une blessure au cours du prélévement (la teinte se modifie dans les trois

tubes avec éclaircissement progressif du LCR).

IV.2. Transport et fiche de renseignements

- Les prelevements doivent étre réalisés stérilement, acheminé rapidement (<30

min.) au laboratoire ;
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- Les retards de transport peuvent fausser les résultats des analyses cytologiques et
bactériologiques ;

- Les conditions de transport sont essentielles a la qualité des résultats ;

- Conserver le prélevement a température ambiante, ne pas exposer les

prélevements a des températures trop chaudes ou trop froides.

Le préléevement doit toujours étre accompagné d’une fiche de renseignements qui

comporte :

- Nom et prénom du malade, son age et son sexe ;

- Date et heure du prélevement ;

- Nature de prélévement ;

- Service d’hospitalisation ;

- La température du malade au moment du prélévement dans le cas d’hémoculture ;

- Renseignements cliniques, diagnostic présomptif ;

- Une éventuelle antibiothérapie (antibiotique et durée).

IVV.3. Techniques d’analyses
IVV.3.1.Examen macroscopique

IV.3.1.1. LCR

Un prélévement de LCR peut prendre différents aspects [68]:
- Liquide clair (eau de roche) : normal ou méningite virale.
- Liquide trouble (eau de riz) : méningite purulente bactérienne.
- Liquide hémorragique : hémorragie méningée ou blessure au cours du prélévement.

- Liquide xanthochromique : hémorragie ancienne ou compression médullaire.

1VV.3.1.2. Urine :

L’urine normale a une couleur claire, d’aspect jaune citron tandis que 1’urine infectée

est souvent trouble, d’odeur nauséabonde et de couleur plus foncée.

1V.3.1.3. Pus :

Lors d’un examen macroscopique d’un pus, on note la consistance, la couleur, 1’aspect,
ainsi que la viscosité du pus.

Le pus peut étre épais, visqueux, élastique, mélangé au sang ou non, fluide ou séreux.
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La couleur varie de la teinte chocolat au blanc, certains pus sont verdatres ou bleutés. Il

peut parfois contenir des grumeaux.

1VV.3.2.Examens microscopiques

1V.3.2.1.L’examen a I’état frais
e Principe

Le but de cette étape est de déterminer la forme des bactéries ainsi de leur mobilité
[84]. Elle permet I’observation des bactéries vivantes entre la lame et lamelle a I’objectif 40 et
de mettre en évidence la mobilité des bactéries, leur morphologie et éventuellement la

présence de levures, de cristaux ou de cellules sanguines [18].

L’étude de la cytologie se fait sur un hématimetre type cellule de Nageotte qui permet
de compter le nombre de cellules de I’inflammation dans un préléevement pathologique. Cette
étude est surtout réalisée sur le LCR, les ponctions et les urines. Elle est qualitative et

quantitative.

e Technique

L’examen a 1’état frais se fait directement sur un produit pathologique ou sur des
cultures en milieu liquide (sur un milieu solide, la mobilité s’exprime mal).
- Déposer une goutte du bouillon ou du prélévement pathologique sur une lame
propre gréce a une pipette pasteur ou a ’anse de platine ;
- Recouvrir la goutte d’une lamelle en évitant la formation de bulles d’air ;
- Observer immédiatement au microscope optique a 1’objectif x40.
Pour I’¢tude de la cytologie :
- Remplir par capillarité avec le prélevement pathologique la cellule de Nageotte
préalablement recouverte d’une lamelle ;
- Placer sur un microscope optique a 1’objectif x40 ;
- Attendre quelques minutes pour permettre le dépdt des cellules ;

- Compter le nombre de cellules et déterminer leur nature (polynucléaires,

lymphocytes).
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e Résultats

A T’état frais, P. aeruginosa apparait sous forme de bacille isolé et trés mobile se
déplacant en ligne droite grace a son unique flagelle polaire.

e Principe

La coloration au bleu de méthylene (BM) permet de confirmer la cytologie et de
différencier les cellules inflammatoires (polynucléaires, lymphocytes), de distinguer la forme,
la disposition (intra ou extracellulaires), ainsi que le mode de groupement des bactéries
éventuellement présentes [18].

e Technique
- Réaliser un frottis et le fixer :
- Déposer sur une lame propre une goutte de bouillon, une culture ou un préléevement
pathologique. Etaler ensuite sur la lame du centre vers I’extérieur ;

- Sécher et fixer le frottis en 2 ou 3 passages a la flamme d’un bec Bunsen.
- Couler une solution de bleu de méthyléne sur le frottis;
- Le temps de contact est de 1-10 min ;
- Rincer la lame a I’eau du robinet ;
- Sécher entre deux feuilles de papier buvard ;
- Observer au microscope a immersion, au x100 ;
- Les structures colorables apparaissent bleues [18].
e Résultats

- Les noyaux des cellules apparaissent plus foncés, ce qui permet de différencier
facilement entre les différentes cellules (polynucléaires, lymphocytes, cellules
épithéliales...).

- Les bactéries sont colorées en bleu sombre. Cette coloration permet une

observation rapide des frottis.

1VV.3.2.3. Coloration de Gram

e Principe

Sur le frottis bactérien préparé, le premier colorant, le cristal violet oxalaté, va colorer
en violet les bactéries, puis le lugol( iodo-inodurée) libére de 1’iode qui va fixer le colorant

précédent.
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Un complexe iode-cristal violet se forme ; il sera solubilisé par 1’alcool a 95° lors de la

phase de décoloration. Uniquement pour les bactéries a Gram -.

Le deuxieme colorant, dit de contraste, la fuchsine, va colorer en rose les bactéries a
Gram -. Les bactéries a Gram +, non décolorées par 1’alcool, vont conserver leur couleur
violette [14].

e Technique

- Réaliser un frottis et le fixer ;

- Recouvrir la lame de violet de gentiane 1 minute ;

- Rejeter le violet de gentiane ;

- Recouvrir de lugol 30 seconds ;

- Rejeter le lugol ;

- Décolorer a I’alcool, la lame étant tenue inclinée. La durée de décoloration a

I’alcool est variable selon 1’épaisseur du frottis ;

- Rincer abondamment a 1’eau du robinet;

- Recouvrir la lame de fuchsine diluée, 30 seconds a 1 minute ;

- Rincer a I’eau du robinet;

- Sécher entre deux feuilles de papier filtre;

- Observer au microscope optique a lI'objectif X100, a I’aide d’huile d’immersion.
Les bactéries a Gram positif seront colorées en violet et les bactéries a Gram négatif en

rose [91].

e Résultats

A la coloration de Gram, P. aeruginosa apparait sous forme de bacille a Gram négatif

(coloré en rose).

1VV.3.3. Isolement et culture

L’isolement peut se faire a partir d’'un prélévement pathologique, ou a partir d’un
bouillon de 18h.
- Homogénéiser le produit pathologique par une simple agitation ;
- Flamber I’anse de platine et prendre une goutte d’un bouillon ou d’un produit

pathologique ;
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- La culture se fait par ensemencer sur gélose nutritive (GN), gélose Hektoen (milieu
sélectif pour BGN), gélose Chapman (milieu sélectif pour les staphylocoques) et
gélose au sang cuit (gélose chocolat) par étalement ;

- Incuber a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.

e Résultats

Le P. aeruginosa pousse sur la gélose nutritive, la gélose Hektoen et la gélose au sang

cuit.
1VV.3.4. Tests biochimiques
1V.3.4.1. Test d’oxydase
e Principe

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme de la chaine respiratoire: la
cytochrome oxydase.

Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N-diméthyl-paraphényléne-diamine.

Ce réactif est incolore et en présence de I’enzyme, il libére un composé violet.
e Technique

- Déposer un disque d’oxydase sur une lame, I’imbiber avec une goutte d’eau
distillée ;

- Prélever une colonie sur un milieu gélosé avec une pipette pasteur boutonnée et la

déposer sur le disque.

e Lecture
La présence d’un cytochrome oxydase se traduit par I’apparition d’une coloration

violette en 20 a 60 secondes.

e Résultat
Le test de P. aeruginosa a I’oxydase donne une coloration violette du disque.

P. aeruginosa est oxydase positive.

1V.3.4.2. Galerie biochimique
Aprés I’isolement et ’identification des caractéres culturaux de Pseudomonas, nous
avons réalisés la mini galerie biochimique classique pour mettre en évidence les caracteres

biochimiques de cette bactérie.
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Pour chaque souche, préparer d’abord la suspension en mettant une colonie prélevee de
la boite de pétri apres repiquage dans 5 ml d’eau physiologique.

Les milieux d’identification suivants ont été utilisés :

% Milieu Triple Sugar lron (TSI)
e Principe
La gélose TSI (Triple Sugar Iron) permet La mise en évidence rapide de la
fermentation du lactose, du saccharose, du glucose (avec ou sans production de gaz), et de la
production de sulfure d’hydrogene.
e Technique
- Prendre quelques gouttes de la suspension bactérienne a 1’aide d’une pipette
Pasteur stérile ou une anse de platine ;
- Ensemencer le culot par piglre centrale et la surface inclinée par des stries

serrées ;

- Incuber a 37°C pendant 24 heures.

e Lecture

L’utilisation de I’un des sucres contenus dans le milieu se traduit par un virage au jaune
du rouge de phénol.

- Culot de couleur jaune : glucose fermenté (positif).

- Culot de couleur rouge (inchangé) : glucose non fermenté (négatif).
- Pente virant au jaune : lactose et/ou saccharose fermenté(s) (positif(s)).
- Pente rose-rouge : lactose et saccharose non fermentés (négatifs).
La production d’H,S se traduit par le noircissement de la zone séparant le culot de la
pente ou au niveau du culot (H,S positif).
La production de gaz se traduit par la formation de bulles dans la masse du milieu
repoussant parfois le milieu vers le haut du tube.

e Résultats

L’étude de P. aeruginosa par le milieu TSI donne un culot et une pente de couleur
rouge. P. aeruginosa est une bactérie non fermentative, donc, il est glucose, lactose,

saccharose. De plus, il est, H,S et gaz négatif.
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% Milieu citrate de Simmons
e Principe
Le but de ce test est de savoir si la bactérie utilise le citrate (acide organique) comme
seule source de carbone et d'énergie.
Ce milieu contient du bleu de bromothymol comme indicateur de pH (& pH acide :
jaune, a pH neutre : vert, et a pH alcalin : bleu). L’utilisation du citrate s'accompagne d'une

alcalinisation du milieu, mise en évidence par le virage du bleu de bromothymol au bleu.

e Technique
- Prendre une goutte de la suspension bactérienne a I’aide d’une anse de platine
stérile ;
- Déposer la goutte sur le milieu citrate de Simmons incliné ;
- Ensemencer la moitié supérieure du milieu au citrate de Simmons par une strie
unique centrale. Garder la moitié inférieure du milieu comme témoin ;
- Mettre a I'étuve 24 heures a 37°C.

e Lecture

- Culture et/ou virage au bleu (alcalinisation) : citrate positif.

- Absence de culture et pas de virage au bleu (milieu vert) : citrate négatif.

e Résultats
Sur le milieu citrate de Simmons, P. aeruginosa provogue un virage du milieu en bleu.

P. aeruginosa est citrate positif.

& Milieu mannitol mobilité
e Principe
Il s’agit d’un milieu semi-solide contenant du mannitol et du rouge de phénol comme
indicateur. Il est utilisé pour 1’étude de deux caractéres qui sont :
- La fermentation du mannitol : lors de I’utilisation du mannitol, il y a acidification
du milieu et I’indicateur du pH (le rouge du phénol).
- La mobilité : s’exprime par I’apparition d’un trouble au milieu di a la diffusion
des bactéries a partir de la ligne d’ensemencement.
e Technique
- Réaliser une piqure centrale a travers le milieu, a 1’aide d’une pipette Pasteur

contenant quelques gouttes de la suspension bactérienne ;
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- Incuber a I’étuve a 37°C durant 18 a 24 heures.

e Lecture
- Virage du milieu au jaune (acidification) : mannitol positif.

- Le milieu garde sa couleur initiale (rouge) : mannitol négatif.

- Culture dans toute la gélose (trouble) et diffusion & partir de la piqre : bactérie
mobile.

- Culture le long de la piqare seulement et pas de diffusion : bactérie immobile.

e Résultats

L’étude de P. aeruginosa par le milieu mannitol-mobilité donne un milieu de couleur
rouge avec une culture en dessus de la gélose en contact avec 1’air. P. aeruginosa est une

bactérie mannitol négatif (métabolisme oxydatif).

% Milieu Clark et Lubs
e Principe

Ce milieu permet d’étudier une voie de fermentation du glucose : la voie du butane diol

Test VP (Vosges-Proskauer) : il permet de détecter la production d’acétoine, de
dyacétyl et de butane-diol a partir de la fermentation du glucose. L’ajout des
réactifs VP1 et VP2 permet d’obtenir une coloration rosé ou rouge acétoine apres
10 & 15 min.
Test du rouge de méthyle : ce test permet la mise en évidence, apres addition du
rouge de méthyle, de la fermentation acide mixte (apparition immédiate d’une
couleur rouge).
e Technique

- Ajouter 3 a 5 gouttes de la suspension dans le milieu Clark et Lubs ;

- Incuber a 37°C pendant 18 a 24 heures.

- Aprés incubation nous avons partagé le milieu en deux tubes d’hémolyse pour
pratiquer les deux tests :

Testde RM :

- Ajouter 2 a 3 gouttes de rouge de méthyle.

- Lecture immédiate.

Test de VP :
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- Ajouter 2 a 3 gouttes de VP1 et 2 a 3 gouttes de VP2.
- Agiter et incliner le tube pour favoriser I'oxygénation du milieu.
- Lire au bout de 15 minutes.

e Lecture

Testde RM :
- Milieu rouge : RM positif.
- Milieu marron : RM négatif.
Test de VP :
- Coloration rouge en surface : VP positif.
- Pas de coloration : VP négatif.

e Résultat

P. aeruginosa est une bactérie non fermentative, il est donc RM et VP négatifs.

% Milieu urée-indole
e Principe

Le milieu urée-indole permet de mettre en évidence trois caractéres : I’uréase, 1’indole
et la TDA.

L’uréase est une enzyme qui hydrolyse 1’urée et conduit a la formation d’ammoniac et
de dioxyde de carbone. L’ammoniac alcalinise le milieu et entraine le virage du rouge de
phénol (indicateur du pH) au rose-rouge.

L'indole est le produit de I'nydrolyse du tryptophane par une enzyme, la tryptophanase.
Il est mis en évidence grace a la coloration rouge caractéristique qu'il donne avec le réactif de
Kovacs.

Le tryptophane désaminase (TDA) est une enzyme qui dégrade (désamination) le
tryptophane en acide indole-pyruvique. En présence du perchlorure de fer et en milieu acide,
I’acide indole-pyruvique donne un précipité brun-noir caractéristique.

e Technique

- Mettre 2 a 3 gouttes de la suspension bactérienne dans le milieu urée-indole.
- Incuber a 37°C pendant 18 a 24h.
Aprés avoir constaté la couleur du milieu :
- Ajouter 2 a 3 gouttes de réactif de Kovacs pour la mise en évidence de I’indole.
- Ajouter 2 a 3 gouttes de perchlorure de fer (réactif de TDA) pour la mise en

évidence du tryptophane désaminase.
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e Lecture

Noter dans 1’ordre :
- Virage du milieu au rose-rouge : uréase positive.
- Le milieu a une teinte jaune : uréase négative.
Apres ajout du réactif de Kovacs :
- Formation d’un anneau rouge a I’interface : indole positif.
- Absence d’anneau rouge (anneau marron) : indole négatif.
Apreés ajout du perchlorure de fer (réactif de TDA) :
- Formation d’un précipité brun-noir : bactérie TDA positive.
- Coloration jaune : bactérie TDA négative.

e Résultat

Dans le milieu urée-indole, P. aeruginosa peut étre uréase positive, il est indole positif,

mais toujours TDA négative.

1VV.3.4.3. Test sérologique (Sérotypage)

e Principe

Le sérotypage est une technique immunologique qui consiste en la mise en évidence

d'antigeénes structuraux bactériens et permet 1’identification de sérotypes.

Le test repose sur I'agglutination, par des sérums spécifiques, de bactéries possédant les
antigenes correspondants. Les antisérums de P. aeruginosa sont destinés a l'identification
sérologique de P. aeruginosa par la méthode d'agglutination sur lame, a des fins

épidémiologiques.

e Technique
Le sérotypage est effectué, aprés identification de I'espéce, a partir d'une culture pure et
fraiche de P. aeruginosa isolé sur milieu gélosé.
- Déposer sur une lame propre une goutte de sérum.
- Prendre avec I’anse de platine flambée et refroidie une colonie de P. aeruginosa et
la mélanger avec le sérum d’une maniére homogene.
- Agiter la lame par mouvements lents et circulaires.
- Observer l'apparition d'agglutinats fins, granulaires et difficiles a dissocier (s'aider
éventuellement d'un fond noir ou d’une loupe pour une meilleure visualisation des

agglutinats).
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- La souche est d’abord agglutinée avec les sérums polyvalents, en cas
d’agglutination, continué avec les sérums monovalents correspondants au sérum

polyvalent positif.

e Lecture
L’apparition d’une agglutination fine signifie que 1’on est en présence du sérotype

correspondant au sérum monovalent qui a servi a I’agglutination.

I1VV.3.5. Antibiogramme
e Principe
Au laboratoire et aprés I’isolement et 1’identification de microorganisme & étudier, on
peut tester sa sensibilité a divers antibiotiques. Nous avons utilisé la méthode de
I’antibiogramme selon la recommandation du CLSI [92].
On Prépare des boites de Pétri en coulant de la gélose Mueller Hinton (sur une épaisseur de

4mm) et on séche avant I’emploi.

e Technique
» Réalisation d’une suspension
- Prélever a I’aide d’une anse de platine stérile 4 @ 5 colonies bien isolées et
parfaitement identiques a partir d’une culture pure de 18 heures sur un milieu
d’isolement ;
- Mettre ces colonies en suspension (avec 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile).

> Ensemencement

L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de
I’inoculum. I est réalis¢é par le trempage d’un écouvillon stérile dans la suspension
bactérienne ensuite nous 1’essorons en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin
de le décharger au maximum. Enfin, I’ensemencement est réalisé par frottage de I’écouvillon

sur la totalité de la surface gélosée de la boite de Pétri.

Cette opération est répétée deux fois en tournant la boite 60° a chaque fois sans
oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Passer enfin I'écouvillon sur le bord de la

gélose.
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» Application des disques

A T’aide d’un distributeur, déposer les disques des antibiotiques sur le milieu selon la

méthode suivante :

Ramener les distributeurs a température ambiante ;

Sortir le distributeur du coffret ;

Positionner le distributeur sur la boite de pétri ;

Appuyer franchement et verticalement sur la poignée, puis relacher ;

A la fin de I’utilisation, remettre le distributeur dans son coffret avec la capsule de

déshydratant puis stocker le coffret fermé entre +2 et +8°C ;
- Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24mm, centre a centre ;
- Une fois appliquée le disque ne doit pas étre déplacé (appuie avec une pince) ;
- Incubation pendant 18 & 24 heures dans 1’étuve a 37°C.
e Lecture

Apreés incubation, il apparait des zones claires autour des disques ayant des diamétres

variables, ce sont des zones d’inhibition ou de sensibilité.

La lecture s’effectue en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition de chaque

disque d’antibiotique a 1’aide d’un pied a coulisse métallique, de la boite fermée.

Les valeurs retrouvées sont comparées aux valeurs critiques reportées dans la table de
lecture, et classer les bactéries dans 1’une des classes : Sensible, Intermédiaire ou Résistante,

en fonction des antibiotiques testés.
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A. Etude prospective

I. Identification bactériologique
I.1. Caractéres morphologiques

D’apres les tests utilises, les 26 isolats bactériens possedent les mémes caractéres

morphologiques (tableau 4)

Tableau 4. Caracteres morphologiques des isolats bactériens

Etat frais Coloration de Gram

Bacilles trés mobiles, se _ ) ) .
) ) L Bacilles fins colorés en rose ; a Gram
déplacant en ligne droite gréace a o )
o négatif apparaissent
un flagelle polaire généralement o ) )
_ isolés ou en diplobacilles
unique

L’examen a 1’état frais montre que les 26 souches bactériennes sont des bacilles mobiles
grace a un flagelle polaire généralement unique.

Apres la coloration de Gram, les souches purifiées sont apparues sous forme de bacilles
roses. Elles sont donc & Gram négatif.

Nos résultats sont similaires a plusieurs études liées a P. aeruginosa [51,10, 4].

|.2. Caracteres culturaux

Les résultats d’isolement et de repiquages des 26 souches étudiées sur Hektoen, ont
permis d’observer deux types de colonies P. aeruginosa caractérisées par une odeur florale
(tableaub) (figure 14):

Tableau 5. Caractéres culturaux des isolats bactériens

Typel Type 2
Grandes colonies de couleur verte Petites colonies, mates, bombées a
foncée, rugueuses, bombées a contour régulier, lisses
bord irrégulier
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Figure 4. Aspect des isolats bactériens sur milieu Hektoen

A partir des cultures des différents prélevements, deux types de colonies ont été
observés; des colonies de grande taille avec un aspect bombé et contour irrégulier et des
colonies de petite taille, mates, a contour régulier, lisses. Ces colonies sont caractérisées par
une odeur florale, ainsi qu’une pigmentation bleu-vert diffusant dans toutes la boite de Pétri.

Ces résultats sont en concordance avec la littérature [79,84]; il s’agit donc de colonies

de P. aeruginosa.

1.3. Caractéres biochimiques

La mini galerie biochimique nous a permis d’identifier quelques caracteres
biochimiques de P. aeruginosa.

Les résultats obtenus sont les mémes pour les 26 souches bactériennes (tableau 6) :

Tableau 6. Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 26 souches

étudiées.
- Citrate de | Milieu Urée indole
Milieu . -
Simmons TSI Urée Indole TDA
Résultats + - - + -

+ : indique qu’il y’a un changement de couleur dans le milieu.

- s indique qu’il n’y’a aucun changement de couleur.

L’analyse biochimique a montré que toutes les souches sont glucose-, lactose-,
saccharose-, H,S-, gaz-, Citrate+, urée-, Indole+.

Nous avons constatés que toutes les souches isolées sont des bactéries non
fermentatives (glucose-, lactose-, saccharose-, H,S-, gaz-), utilisent le citrate comme seule

source de carbone (Citrate+), elles sont d’uréase négative, indole positif et TDA négative.
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Nos résultats sont les mémes que ceux rapportés dans la littérature [8, 93, 94]. Ce qui
révéle et assure que nos souches sont des P. aeruginosa.

1.4. Sérotypage

La mise en évidence d'antigénes structuraux bactériens nous a permis d’identifier les

sérotypes suivants (tableau 07).

Tableau 7. Répartition des 26 souches P. aeruginosa selon le sérotype

Sérotype N(;r:ubcrﬁe(:es Pourcentage
P1 7 26.92%
P6 6 23.08%
P16 4 15.38%
P3 3 11.54%
P11 2 7.69%
P12 2 7.69%
P2 1 3.85%
P7 1 3.85%
Total 26 100%

Les résultats d’agglutination a révélé que les sérotypes les plus fréquents sont P1
(26.92 %), P6 (23.08%) et P16 (15.38%), suivis des serotypes P3 (11.54%), Pllet P12
(7.69%).

Nos résultats sont différents de ceux d’une étude tunisienne qui rapporte que les
sérotypes predominants sont les P11 (51%), P6 (17%) et P3 (8%). D’autre part, une étude
iranienne rapporte que parmi 117 isolats de P. aeruginosa, 20% sont du sérotype P6 et 18%
du sérotype P11 [95].

Une étude francaise note que les sérotypes les plus fréquents au cours des pneumonies
¢taient P6 (29%) et P11 (23%), tandis que le sérotype P3 n’était que faiblement représenté
(4.1%) [96].
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1.5. Résistance aux antibiotiques

Tableau 8. Taux de résistances des 26 souches.

Nombre de
e Nombre de Pourcentage
Antibiotique . souches o
souches testées - (%)
resistantes
Ticarcilline 26 7 26.92
Piperacilline 24 6 25
Ceftazidime 23 5 21.74
Céfépime 20 5 25
Aztréonam 22 1 4.54
Imipénéme 24 5 20.83
Gentamicine 26 6 23.07
Amikacine 13 2 15.83
Ciprofloxacine/Pefloxacine 26 6 23.07

Nos isolats se sont révélés resistants a de nombreux antibiotiques: 26.92% a la
ticarcilline, 25% a la piperacilline et la céfépime et 21.74 % a la ceftazidime. De plus, 20.83

% sont résistants a I’imipenéme.

Pour les aminosides, les taux de résistance sont de 23.07% pour la gentamicine et
15.83% pour I’amikacine, 23.07% des souches sont résistantes aux fluoroquinolones

(ciprofloxacine et pefloxacine).
Il faut noter que toutes les souches isolées sont sensibles a la colistine.

Nos résultats sont proches de ceux d’une étude tunisienne dont les taux sont de 26.2%

pour la ticarcilline, 23.6% pour la piperacilline et 21.8% pour la ceftazidime.

Pour I’imipenéme, nos souches sont plus résistantes par rapport a celles isolées dans
d’autres études: 14.6% en Espagne et 15.2% en France [97,98].

Concernant les fluoroquinolones, 23.07% de nos souches sont résistantes a ces
antibiotiques. Nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus dans une étude Bulgare (80.3%) et
ceux d’une étude iranienne (55%) [99,100].
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La sensibilite a la colistine est rapportée par de nombreuses études comme celle

réalisée au Maroc [101].

B. Etude globale (rétrospective et prospective)

I1. Répartition de Pseudomonas aeruginosa

L’étude globale s’est déroulée du 1% janvier 2017 au 18 mai 2018. 1l s’agit d’une étude
rétrospective (du 1% janvier 2017 au 18 février 2018) et ’autre prospective durant les trois
mois de I’année 2018 (du 18 février 2018 au 18 mai 2018).

Durant notre étude, 27067 bactéries ont été isolées, dont 630 des P. aeruginosa, soit
2.33%.

I1.1. Répartition selon I’unité

Tableau 9. Répartition selon les unités

Unité Nombre Pourcentage (%)
Bactériologie médicale 368 58.41
ECBU 120 19.05
Hémoculture (sang) 80 12.70
RNM/UM 61 9.68
IST 1 0.16
Total 630 100%

ECBU : Examen Cytobactériologique des Urines
RNM/UM : Réanimation Médicale / Urgence Médicale
IST : Infections Sexuellement Transmissibles

P. aeruginosa est isolé essentiellement au niveau de I’unité de bactériologie médicale :
368 (58.41%) suivie par 1’unité des ECBU : 120 (19.05%), les hémocultures: 80 (12.70%) et
la réanimation médicale : 61 (9.68%) (tableau 9).

Ces résultats peuvent s’expliquer par le nombre plus élevé des traités par 1’unité de

bactériologie médicale par rapport aux autres unites.
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Mais il faut signaler que cette bactérie est peu isolée a partir des urines, méme si le

nombre des ECBU réalisés est important (pres de 10000/an).

11.2. Répartition selon le sexe

Tableau 10. Répartition selon le sexe (n=630)

Sexe Nombre Pourcentage (%)
Homme 339 53.81
Femme 291 46.19

Total 630 100%

Une légere prédominance masculine est notée, 53.81% pour 46.19% (tableau 10). Le

sex-ratio est de 1,16.

Nos résultats sont similaires a une étude marocaine [102]. Mais il faut noter que
d’autres études rapportent une équivalence d’isolement chez les deux sexes [60] ou méme une

prédominance du sexe féminin [61].

Le sexe n’est donc pas un facteur déterminant au cours des infections a P. aeruginosa.
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11.4. Répartition selon le service

Tableau 11. Répartition selon les services de CHUC

Services Nombre Pourcentage %
Centre des brilés 124 19.68
Chirurgie viscérale 99 15.71
Réanimation médicale 56 8.89
Médecine interne 55 8.73
ORL 38 6.03
Pédiatrie 34 5.40
Orthopédie 28 4.44
maladies infectieuses 24 3.81
Hématologie 21 3.33
Neurologie 20 3.17
Cardiologie 11 1.75
Dermatologie 9 1.43
Nurserie 9 1.43
Rhumatologie 8 1.27
Urgences chirurgicales 6 0.95
Médecine légale 6 0.95
Oncologie /radiothérapie 5 0.79
Centre de maxillo-faciale 4 0.63
Pneumo-physiologie 4 0.63
Endocrinologie 2 0.32
Hémodialyse 1 0.16
Traitement ambulatoire 66 10.48
Total 630 100%
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La plupart des services de CHUC sont représentés. Les souches proviennent
essentiellement du centre des brllés (19.68%), suivi par le service de la chirurgie viscérale
(15.71%) et le service de réanimation médicale (8.89%).

66 souches sont isolées chez les patients qui consultent en externe. Nous sommes
incapable d’affirmer qu’il s’agit de véritable souches communautaires ou de souches
provenant d’autres structures de soins que le patient a fréquenté avant d’étre soigné au CHU

de Constantine, car les fiches de renseignements sont rarement remplies correctement.

Ces taux sont différents a ceux retrouvés dans plusieurs études. Comme 1’étude
réalisée au CHU Fatouma Bourguiba de Monastir entre 2002 et 2005 qui rapporte que 33.5%
des souches sont isolées dans les services de réanimation et 24.3% dans les services de
chirurgie [103] et celle faite dans différents hopitaux de 1’Ouest Algérien et qui rapporte que
P. aeruginosa est isolé essentiellement en réanimation (65.9%), en chirurgie générale (15.2%)
et en neurochirurgie (7.8%) [104].

I1.5. Répartition selon la nature du prélévement

Tableau 12. Répartition selon la nature du prélevement

Prélévement Nombre Pourcentage (%)

Pus 275 43.65

Urine 133 21.11

Sang (hémoculture) 95 15.07
Sonde vésicale 55 8.73
Prélévement trachéale 36 571
Cathéter 9 1.43

LCR 9 1.43
Liquide péritonéal 8 1.27
liquide pleural 6 0.95
Drain thoracique 3 0.48
Liquide d’ascite 1 0.16

Total 630 100%
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P. aeruginosa est isolé essentiellement dans les pus (43.65 %), suivis des urines
(21.11%), du sang (15.07%) et des sondes viscérales (8.73%) (tableau 12).

Nos résultats sont en concordance avec ceux d’une étude réalisée a 1’hopital Cheikh
Zaid a Rabat, et celle dans un centre hospitalier universitaire a Monastir, qui rapportent que
P .aeruginosa est isolé essentiellement, a partir des pus, des urines, et des hémocultures
[105,103].

Mais ils sont différents de ceux retrouvés dans une études réalisée a 1’hopital militaire
d’instruction Mohammed V de Rabat [101] qui apporte que 26.7% des souches P.aeruginosa
sont isolées a partir des urines (26.7%), des pus (24%), et des cathéters (21.3%) et ceux d’une
étude libanaise qui note que P. aeruginosa est majoritairement isolé dans les urines (39,3 %),

suivies par les prélevements de plaies (21,2 %) et les prelévements d’oreille (16,5 %) [2].
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11.6. Répartition des germes associés a P. aeruginosa

Tableaul3. Répartition des germes associés a P. aeruginosa

germes associés Nombre Pourcentage
%

E.coli 36 18%
Klebsiella pneumoniae 31 15.5%
Staphylococcus aureus 31 15.5%
Acinetobacter baumannii 24 12%
Enterococcus faecalis 15 7.5%
Enterobacter spp. 12 6%
Enterobacter cloacae 12 6%
Staphylocoque a coagulase 8 4%
négative (SCN)

Morganella morgannii 7 3.5%
Providencia spp. 5 2.5%
Proteus mirabilis 5 2.5%
Serratia marcescens 4 2%
Providencia stuartii 2 1%
Citobacter spp. 2 1%
Proteus vulgaris 2 1%
Enterococcus faecium 2 1%
Klebsiella oxytoca 1 0.5%
Levures 1 0.5%
Total 200 100%

Nous avons constatés, au cours de notre études, que P. aeruginosa est isolé dans
certaines situations en association avec d’autres bactéries : 36 fois avec E.coli (18%), 31 avec
K.pneumonie et Staphylococcus aureus (15.5%pour chaque bactérie) et 24 avec Acinitobacter
baumannii (12%) (tableau 13).
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Ces résultats sont Iégerement différents de ceux retrouves dans une étude realisée dans
le méme établissement entre 2015 et 2016, et qui rapporte que les bactéries les plus associées
a P. aeruginosa sont Klebsiella pneumoniae (18.9%) et E.coli (18%) [84].

I11. Résistance aux antibiotiques

Tableau 14.Taux de résistance aux antibiotiques (n=630).

Nombre
Nombre de
N de Pourcentage
Antibiotiques souches
souches Rési (%)
p esistantes
Testees
Ticarcilline 620 432 69.57
Pipéracilline 609 414 67.09
Ceftazidime 600 346 57.66
Céfépime 575 321 55.73
Aztréonam 608 340 55.92
Imipénéme 590 155 26.27
Gentamicine 600 205 34.16
Amikacine 600 319 53.16
Ciprofloxacine/pefloxacine 590 149 25.25

Les souches de P. aeruginosa se sont révélées résistantes a plusieurs familles
d’antibiotiques testées, a part la colistine, pour laquelle tous les isolats sont restés sensibles.
Pour les béta-lactamines, les taux de résistance sont de 69.57% a la ticarcilline, 67.09%

a la pipéracilline, 57.66% a la ceftazidime et 55.92% a I’aztréonam.

Le taux de résistance a I’imipéneme est de 26.27 %. Nos souches sont moins résistantes
par rapport a celles isolées dans des études nationales et internationales : 35% en Algérie
(AARN) et 42.3% en Bulgarie [106,99].
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Le principal mécanisme par lequel P.aeruginosa acquiert une resistance a cet
antibiotique est la réduction de la permeabilité par perte de la porine OprD2, voie
préférentielle de pénétration des carbapéneémes. Ce mécanisme de résistance est stable depuis

plusieurs années et il est preésent en France chez 15 a 20 % des souches [107].

Les taux de résistance aux aminosides sont : 53.16% pour I’amikacine et 34.16% pour la

gentamicine. Alors que le taux de résistance a la ciprofloxacine est de 25.25% (tableau 14).

Nos souches sont plus sensibles & la piperacilline comparativement aux souches isolées
entre 2001 et 2006 dans un hopital universitaire & Sofia en Bulgarie (86.2%) [70]. Selon une
étude réalisee en Espagne, nos souches sont plus sensibles a la gentamicine (34.16 % contre
54.9%), mais plus résistantes a I’imipénéme (26.27% contre 14.6%) et a I’amikacine (53.16%
contre 5.3%) [108].

Mais nos souches sont beaucoup plus résistantes par rapport que celles isolées dans un
centre hospitalier francais entre 2002 et 2006 (23.9% pour ceftazidime et 5.3% pour
I’amikacine) [97].

Pour I’imipénéme, nos souches sont plus résistantes par rapport a celles isolées dans des
études nationales et internationales : 14.6% en Espagne [110], 15.2% en France [98], 23% a
I’hopital Cheikh Zaid a Rabat [105] et 35% en Algérie (AARN) [108].

En Tunisie, une étude sur P. aeruginosa a I’hopital Charles Nicolas [109] rapporte une
résistance a I’imipéneme de 43.9%, plus élevée que celle observée au cours de notre étude.

Pour les aminosides, la résistance est de 53.16% pour I’amikacine et celle de la
gentamicine est de 34.16%. Ces taux sont plus élevés que ceux de L’AARN : 16.4% a la

gentamicine et de 11.6% a I’amikacine [98].

111.1.Taux de résistance selon le service

Il faut noter que les taux de résistance sont différents selon le service d’isolement. 1S
sont plus élevés dans les unités de soins intensifs (USI). Nous allons rapporter

individuellement les résultats dans trois services ou la bactérie est la plus isolée.
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I11.1.1. Taux de résistance au centre des brQlés

Tableau 15. Taux de résistance au centre des brilés (n = 124)

oo Nombre des Pourcentage(%o
Antibiotiques §o_uches )
resistantes
Ticarcilline 82 66.12
Piperacilline 82 66.12
Ceftazidime 44 35.48
Céfépime 41 33.06
Aztréonam 30 24.19
Imipenéme 80 64.51
Gentamicine 68 54.83
Amikacine 25 20.16
Ciprofloxacine/pefloxacine 34 27.41

La résistance aux antibiotiques pose un probléme au service du centre des brilés. Notre
étude rapporte des taux de résistances trés élevés aux antibiotiques habituellement prescrits :
ticarcilline et pipéracilline (66.12 %), céftazédime (35.48%), imipéneme (64.51%),
gentamicine (54.83%), I’amikacine (20.16%), et les fluoroquinolones (27.41%) (tableau 15).

Nos résultats sont plus élevés par rapport a ceux rapportés par 1’étude tunisienne
réalisée dans un centre des brllés : 37.1% a I’imipénéme, 11.5% a ’aztréonam, 27.1% a la
ciprofloxacine et 29.6% a I’amikacine [99, ,84].

P. aeruginosa est donc un agent majeur d’infections nosocomiales chez les brilés. Les
souches rencontrées sont fréquemment multi-résistantes. L’acquisition de nouvelles
résistances est facile et rapide par une forte concentration bactérienne et une importante

sélection par les antibiotiques.
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111.1.2. Taux de résistance au service de chirurgie viscérale

Tableau 16. Taux de résistance au service de chirurgie viscérale (n=99)

Nombre de
Antibiotiques souches Pourcentage(%o)
résistantes
Ticarcilline 65 65.65
Pipéracilline 60 60.60
Ceftazidime 42 42.42
Céfépime 38 38.38
Aztréonam 21 21.21
Imipénéme 71 7171
Gentamicine 46 46.46
Amikacine 25 25.25
Ciprofloxacine/pefloxacine 23 23.23

Les taux de résistances dans les services de chirurgie viscérale est de : 65.65% pour la
ticarcilline, 60.60% pour la pipéracilline, 42.42% a la céftazédime, 71.71 % pour

I’imipénéme, 46.46% pour la gentamicine et 23.23% pour les fluoroquinilones.

111.1.3. Taux de résistance au service de réanimation médicale

Tableau 17. Taux de résistance au service de réanimation médicale (n=56)

Nombre des
Antibiotiques souches Pourcentage(%o)
résistantes

Ticarcilline 18 32.14
Pipéracilline 15 26.78
Ceftazidime 16 28.57
Céfépime 12 21.42
Aztréonam 17 30.35
Imipéneme 10 17.85
Gentamicine 10 17.85
Amikacine 1 1.78
Ciprofloxacine/pefloxacine 18 32.14
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Résultats et discussion

Les taux de résistance les plus élevés sont notés pour la ticarcilline et les

fluoroquinolones : 32.14% pour chaque antibiotique.

Pour les autres antibiotiques : la ceftazidime : 28.57%, pipéracilline : 26.78%. Nos
résultats sont similaires a ceux retrouvés dans des études Tunisiennes réalisées en réanimation
[103,110].

Tous les antibiotiques sont touchés par la résistance en dehors de I’amikacine (1.78%).
Nos souches restent plus sensibles que celles isolées dans un hopital universitaire a
Sofia en Bulgarie, ou on note que 86.2% des souches sont résistantes a la pipéracilline, 49.8%

a I’aztreonam, 48.9% a la céfépime et 45.8% a la ceftazidime [99].

Pour les aminosides, nos résultats (17.85 % pour la gentamicine, 1.78% pour
I’amikacine) sont inférieurs a ceux rapportés dans plusieurs études : 79.7% a la gentamycine
et 59.1 % a l’amikacine dans 1’étude bulgare [99], 86% a la gentamycine et 73% a

I’amikacine dans 1’étude iranienne [100].

Pour les fluoroquinolones, 32.14 % de nos souches sont résistantes dans ce service. Nos
résultats sont moins élevés que ceux obtenus dans 1’étude bulgare (80.3%) [99] et I’étude
iranienne (55%) [100]. Les résultats tunisiens et francais sont aussi moins élevés que les
notres (21.6%, 29% respectivement) [64,85].

I11.1.4. Taux de résistance chez les patients traités en externe

Tableau 18. Taux de résistance chez les patients traités en externe (n=66)

Nombre de
o Pourcentage(
Antibiotiques souches o

> )

resistantes
Ticarcilline 19 28
Pipéracilline 13 19.69
Ceftazidime 12 18.18
Céfépime 9 13.63
Aztréonam 15 22.72
Imipéneme 3 4.54
Gentamicine 10 15.15
Amikacine 4 6.06
Ciprofloxacine/pefloxacine 10 15.15
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Résultats et discussion

Chez les patients traités en externes, la résistance est un peu basse par rapport aux
services pour tous les antibiotiques testés, le taux de résistance sont: ticarcilline : 28%,
piperacilline : 19.69%, ceftazédime : 18.18 %, la gentamicine et les fluoroquinolones 15.15 %

pour chaque antibiotique (tableau 18).

Les taux de résistance assez élevés constatés chez les patients traités en ambulatoire
pose le probléme de 1’origine de ces souches comme nous avons notes plus haut. S’agit-il de
réelles souches communautaires ? ou s’agit-il de souches hospitalieres qui ont colonisé ou
contaminé le patient lors d’un séjour antérieure dans une autre structure hospitaliere avant
d’arriver au CHU de Constantine ? Et dans ce cas, les taux sont acceptables vu le contexte

épidémiologie de la résistance de la bactérie aux antibiotiques.

Notre étude a permis d’évaluer la résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa au niveau
des différents services de CHU de Constantine, la résistance multiple aux antibiotiques surtout

dans les USI, pose un probléme thérapeutique important.

Les données épidémiologiques montrent que si la résistance n’augmente pas de facon
globale en Algérie, la nature de cette résistance devient de plus en plus inquiétante avec
I’émergence de carbapéneémases. Le risque d’extension est bien présent avec le risque
d’importation a partir de pays voisins ou ces souches sont plus répandues [92,84].

Ceci doit donc appeler a une forte vigilance grace au dépistage précoce de ces mécanismes
de résistance mais surtout au renforcement des mesures d’hygiéne autour des cas d’infection

ou de portage afin d’éviter leur transmission.

L’usage rationnel des antibiotiques est aussi une mesure importante de lutte contre

’apparition des résistances.

A I’avenir, les solutions a ces problémes de résistance ne résident pas uniquement dans
la recherche des molécules actives sur cette bactérie, mais dans la prévention contre la

diffusion de ce pathogéne reésistant.
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Conclusion

Malgré les progres thérapeutiques, la mortalité due aux infections a P. aeruginosa reste
élevée a cause d'une part, des difficultés thérapeutiques engendrées par cette bactérie et
d'autre part, a cause des pathologies associées. Les infections a P. aeruginosa sont des

évenements cliniques rares et sévéres, tres souvent décrites dans un cadre nosocomiale.

Nous avons noté au cours de notre travail que la bactérie est isolée essentiellement dans
le centre de brllés (19.68%), suivi par la chirurgie viscérale (15.71%) et la réanimation
médicale (8.89%). Chez les patients traités en externe, le taux est de 10.48%. De plus, elle est

retrouvée surtout dans les pus (43.65%) suivis par les urines (21.11%) et le sang (15.07%).

La résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa s’est révélée plus importante. En effet
les différences observées peuvent étre liées a la prise en charge des patients impliquant des
soins invasifs, a la pression d’antibiotique exercée et a un probleme de maitrise de
I’environnement hospitalier. Les taux de résistances retrouvés dans notre étude sont élevés :
21.74% a la ceftazidime, 20.83 % a I’imipéneme, 23.07 % a la gentamicine et 23.07 % aux
fluoroguinolones.

La prévention des résistances ne réside pas uniquement dans la recherche des
molécules actives sur cette bactérie, mais dans la prévention contre la diffusion de ce
pathogéne résistant. Cette lutte est basée essentiellement sur les mesures d’hygiéne mais aussi
sur le bon usage des antibiotiques grace a une collaboration étroite, entre cliniciens,

microbiologistes et pharmaciens.

La surveillance de 1’écologie des services a risque doit s’accompagner d’une formation/

information de I’ensemble des personnels de santé.
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Résumé

P. aeruginosa est une bactérie a Gram négatif, pathogéne, opportuniste et responsable
d'infections graves. Elles posent des problémes préoccupant dans nos hdpitaux en raison de sa
fréquence et de sa résistance aux antibiotiques.

L’objectif de ce travail est 1’identification des caracteres bactériologiques des souches
isolées de divers prélévements dans différents services du CHU de Constantine ainsi que
leurs profils de résistance aux antibiotiques.

Au cours de notre étude, 630 souches de P.aeruginosa ont été isolées dont 19.68 %
proviennent du centre des brilés. Ces pathogénes ont été isolés essentiellement a partir des
prélevements de pus (43.65%).

L’étude de la résistance a révélé que les taux de résistances sont : 21.74% a la
ceftazidime, 20.83 % a I’imipénéme, 23.07 % a la gentamicine et 23.07 % aux

fluoroquinolones.

Ces résultats montrent que la fréquence de ces souches augmente de fagon inquiétante et
leur réémergence représente un séricux probléme thérapeutique et épidémiologique, d’ou la
nécessité de la mise en place d’un systeme de surveillance de 1’environnement microbien de

I’hopital et I’application stricte des mesures d’hygiene.

Mots-clés : Pseudomonas aeruginosa , Infection, Résistance aux antibiotiques



Summary
P. aeruginosa is an opportunistic pathogenic Gram-negative bacterium responsible for
serious infections, which are of concern in our hospitals because of its frequency and

resistance to antibiotics.

The objective of this work is the identification of the bacteriological characteristics of
strains isolated from various samples in different departments of the CHU of Constantine and

their antibiotic resistance profiles.

In our study, 630 strains of P. aeruginosa were isolated, of which 19.68% were from the
burn center. These pathogens were isolated mainly from pus samples (43.65%).

The study of the resistance revealed that the resistance rates are: 21.74% with
ceftazidime, 20.83% with imipenem, 23.07% with gentamicin and 23.07% with

fluoroquinolones.

These results show that the frequency of these strains is worryingly increasing and their
re-emergence represents a serious therapeutic and epidemiological problem, hence the need
for the establishment of a monitoring system for the microbial environment of the hospital.

the strict application of hygiene measures.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa , Infection, Antibiotic resistance
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