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Introduction

Introduction

La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens est un probléme d’importance croissante

en pratique médicale (Ben Romdhane et al., 2007). Au fur et @ mesure de la découverte de
nouveaux antibiotiques, les bactéries ont progressivement accumulé dans leur matériel
génétique les genes de multirésistance (Mainardi et al., 1996 ; Lucet, 1998). L’émergence et
la diffusion des résistances aux antibiotiques représentent une réelle menace pour la santé
publique a I’échele mondiale (Rossolini et al., 2008 ; Ouedraogo et al., , 2017). Les données
récentes de la bibliographie abondent de descriptions de bactéries multirésistantes voire toto-
résistantes aux antibiotiques dont le nombre ne cesse de croitre aussi bien dans les pays
industrialisés que dans les pays en développement (Rossolini et al., 2008 ; Ouedraogo et al.,
2017). L’antibioresistance progresse de maniére inquiétante dans le monde entier et
concomitamment, aucun antibiotique avec un nouveau mécanisme d’action n’a été développé
depuis plus de vingt ans. Cette double réalité place désormais les sociétés modernes dans une
situation de grande fragilité (Laxminarayan, 2014 ; Laxminarayan et al., 2015). Diverses
organisations internationales et nationales rappellent depuis des années avec une pression
grandissante que le développement de la résistance bactérienne finira par nous dépasser. Lors
du Forum économique mondial (World Economic Forum) en 2013 a Davos, le développement
de la resistance a eté jugé comme le plus grand risque sanitaire actuel pour I’homme
(Spellberg et al., 2013). Méme au sein des commissions politiques de différents pays, une
attention grandissante est prétée a ce sujet. La problématique est désormais réelle. Ainsi,
plusieurs auteurs ont tiré la sonnette d’alarme face a I’imminence de I’ére "post-antibiotique"
(Barclay et al.,, 1996). Ce qui montre qu’aujourd’hui, la résistance bactérienne aux
antibiotiques (antibioresistance) est un grave probléme de santé publique mondial qui
progresse tres rapidement. Malgré la mobilisation de I’Organisation Mondiale de Santé, le
nombre de victimes (mortalité, morbidité) ne cesse d’augmenter, avec des prévisions de plus
en plus pessimistes (OMS, 2015 ; Mangin, 2016 ; OMS, 2018a ; OMS, 2018b).

Pour concourir a I’expansion des phénomeénes de résistance que nous connaissons. Certes, des
résultats positifs ont été obtenus concernant les résistances des bactéries a Gram positif, grace
a des mesures de prévention (vaccination, progres en hygiene hospitaliére). Cependant,
I’expansion des résistances aux bétalactamines chez les bacilles a Gram négatif,
entérobactéries et Pseudomonas, particulierement, liée a I’émergence et a la diffusion de
mécanismes de résistance touchant un spectre de plus en plus large d’antibiotiques, est trés
préoccupante (Brun-Buisson, 2016). L’espece Pseudomonas aeruginosa (bacille
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pyocyanique) est une bactérie opportuniste, capable de s’adapter a de nombreux
environnements. (Jeannot et Plesiat, 2005; Navon-Venezia et al., 2005). Elle est capable de
survivre dans I’environnement particulierement en milieu humide (eaux, surface, air,
aliments), En milieu hospitalier elle peut étre rencontrée dans I’environnement proche du
malade. Elle peut faire partie de la flore transitoire de I’homme : flore digestive, cutanée,
pharyngée (Ashdown, 1997). Cette bactérie est impliquée dans les infections communautaires
(Berdyev et al., 2011) et dans les infections nosocomiales (Beaucaire, 2000 ; Mérens et al.,
2013, Ouedraogo, 2016). Il est possible de I’isoler dans la plupart des prélevements effectués
chez I’homme et dans les prélevements de I’environnement (Trautmann et al., 2005). Elle se
distingue des autres espéces par sa pathogénicité relativement importante a I’égard des sujets
immunodéprimeés et sa résistance croisée a de nombreux antibiotiques de différentes familles
(Jeannot et Plesiat, 2005; Navon-Venezia et al., 2005). La gravité et la surmortalité
observées au cours des infections liées au bacille pyocyanique sont dues a ses propriétés
intrinséques, a sa capacité d’adaptation entre autre a sa capacité d’acquérir de nombreux
mécanismes de résistance a de nombreux antibiotiques et antiseptiques (Trautmann et al.,
2005). Le fait le plus inquiétant de ces derniéres années est le signalement de plus en plus
fréquent de souches de P. aeruginosa résistantes a un nombre croissant d’antibiotiques et
méme dans certains cas de souches totalement résistantes & I’ensemble des molécules
disponibles. Cette espéce est le deuxieme pathogene plus fréquent retrouveé dans les USI
(unité des soins intensifs) aux Etats-Unis, et le deuxiéme impliqué dans les pneumonies
nosocomiales et les infections de la peau et des tissus mous. Ce pathogene arrive en troisieme
ligne des bactéries isolées d’infection nosocomiale avec une fréquence de 12.5% en Algérie
(Amazian et al., 2010), de 8.4%-10% entre 2010 (Bertrand et al., 2011) et 2012 (ENP,
2012) en France. En 2003, Aux Etats Unis, une augmentation de la résistance a été observeée,
par rapport a la période 1999-2002. Elle est de 20% pour la résistance aux C3G, pipéracilline,
ticarcilline et de 15% pour la résistance a I’'imipeneme. Pres de 30% des souches isolées sont
résistantes a au moins quatre antibiotiques, incluant ceftazidime, imipenéme, gentamicine,

ciprofloxacine et Iévofloxacine (NNIS, 2004).

En Europe, I’évolution est assez similaire. Ainsi, certains pays ont un taux de resistance
supérieur ou égal a 25% : République Tcheque 33%, Gréce 40%, lItalie 25%. Pour les
carbapénémes, I’analyse est plus compliquée, tous les pays différant dans leurs pratiques de
routine. La plupart des pays rapportent une réesistance aux carbapénemes supérieure a10%,
avec des taux allant jusqu’a 47% en Gréce (EARSS, 2007). En 2018 Pseudomonas
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aeruginosa représentent la moitié des micro-organismes isolés des infections nosocomiales
(Santé publique France, 2018). Cette bactérie constitue, ainsi, un pathogéne «a probléme »,
ou tres peu de nouvelles molécules sont mises sur le marche par I’industrie pharmaceutique.
Les aminosides et les béta- lactamines sont des antibiotiques précieux dans le traitement des
infections séveres & Pseudomonas aeruginosa (Barclay et al., 1996). Les p-lactamines, sont
utilisés pour le traitement d’environ 55 % de toutes les infections bactériennes, en raison de
leur grande efficacité et au peu d’effets secondaires qui leur sont attribués (Matagne et al.,
1999).

En France, les infections a P. aeruginosa résistant aux carbapénemes représentent un quart
des infections et plus de la moitié des déces liés aux bactéries multirésistantes. Ce qui
confirme cependant le besoin de renforcer de facon durable la mobilisation autour de la
problématique de la résistance bactérienne aux antibiotiques. En plus, leur efficacité in vivo
peut étre compromise par I’apparition de sous-populations transitoirement résistantes
(Barclay et al., 1996). L’émergence et la diffusion de nouveaux mutants de P. aeruginosa de
plus en plus résistants chez les patients en cours de traitement sont des facteurs pouvant
conduire a I’échec thérapeutique. Pour faire face a ce défi, les établissements de santé doivent
mettre en place des stratégies de surveillance et de contréle (Cholley, 2010). La surveillance
de la résistance bactérienne aux antibiotiques est un élément fondamental du combat pour
lequel le monde entier doit se mobiliser. Afin de maitriser ce phénomeéne, il importe que
chacun dispose des connaissances actualisees sur les résistances bactériennes. La surveillance
des résistances bactériennes permet d’éclairer les professionnels et autorités de santé sur les
actions & mener au regard des évolutions observées, les données de pharmacovigilance
complétent cette analyse. Ce qui montre que c’est sur la surveillance de la résistance aux
antimicrobiens (RAM) que reposent fondamentalement I’évaluation de la charge de RAM et
la fourniture des informations permettant d’étayer les actions a I’appui des stratégies locales,
nationales et mondiales (Carlet et Shlemmer, 2015).

Les industriels font face a une situation paradoxale : les antibiotiques sont des produits de
haute technologie mais leur prix est peu élevé et leur utilisation doit étre limitée. Aujourd’hui,
investir dans I’innovation antibactérienne n’est plus rentable. Il est donc nécessaire de trouver
un nouveau modele médico-économique permettant un retour sur investissement suffisant,
afin d’encourager a nouveau I’investissement dans le développement de nouveaux produits
luttant contre I’antibiorésistance (Carlet et Shlemmer, 2015).Le profil de résistance des

principales bactéries isolées dans les prélevements a but diagnostique par le laboratoire de
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microbiologie, est une information rapportant aux actions mises en place pour la surveillance
de la consommation d’antibiotiques au sein des établissements de santé (CCLIN Sud-Ouest,
2016 ; Réseau ATB-Raisin, 2017). Dans le plan d’alerte sur les antibiotiques 2011-2016, les
données de résistances sont, elles, présentées en pourcentage de bactéries résistantes par
rapport au nombre de bactéries isolées. P. aeruginosa est parmi les bactéries concernées par
ce suivi. En outre, afin de lutter contre I’émergence des bactéries productrices de BLSE et de
carbapénémases, une surveillance particuliére de la prescription des carbapénémes a été mise
en place (Le Quellec, 2015).

Donc, il est nécessaire d'effectuer des études liées a l'activité et a I'efficacité, en particulier
pour les souches résistantes de P. aeruginosa. Ce qui peut ajouter une valeur d’option basée
sur un diagnostic microbiologique approfondi dans des cas spécifiques aux infections a

pseudomonas résistantes aux médicaments.

Sur la base de cette situation on a essayé de contribuer a la surveillance des souches
résistantes de cette espece. Notre étude qui a été réalisé au niveau de laboratoire de
Microbiologie de I’Université de Souk Ahras de Mohamed Cherif Messaadia et au niveau de

laboratoire de recherche des écosystemes aquatique et terrestres, a porté sur:

- Détermination des profils de sensibilité des souches bactériennes de P. aeruginosa isolées de
différentes origines vis-a-vis des antibiotiques (béta lactamines et aminosides).

- Détermination de I’efficacité des antiseptiques fréquemment utilisés.

- Recherche des concentrations efficaces de désinfectant le plus utilisé (eau chlorée) pour le

nettoyage des locaux.

- Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales

bactéricides CMB) de quelques aminosides et béta lactamines.

- Recherche de I’effet post antibiotique de I’imipenéme et de I’amikacine.
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I. Synthése bibliographique
I.1. Pseudomonas aeruginosa

1.1. Définition

Le mot pseudomonas est issu du grec pseudo (= « simili » ou « imitation ») et monas (=«
unité ») designer les « germes » et aeruginosa signifie vert- de- gris en latin. Il fait référence
au pigment contenu par la bactérie, qui donne a la colonie sa couleur caractéristique
(Yétérian, 2010). Du latin aeruginosus signifie aussi «couvert de rouille». Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) est plus connue sous le nom bacille pyocyanique ( Eyquem et al,
2000) ; du grec puon = pus et kuanos = bleu foncé (Berche et al., 1988; Marc et al.,1999).
Cette bactérie a été isolée pour la premiére fois en 1882 par Charles Gessard. Ce pharmacien
militaire, intrigué par la "coloration azurée des plaies purulentes"”, identifie le responsable de

I’infection : Bacillus pyocyaneus Gessard Fligge (Bernet et al., 2009).
1.1.2. Classification

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif appartenant au régne Bacteria,
embranchement Prokaryota, division Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, Ordre

Pseudomonadales, et a la famille des Pseudomonadaceae qui inclut dix genres.

Pseudomonas est le genre le plus important. Il regroupe 7 espéces : P. chlororaphis, P.
fluorescens, P. pertucinogena, P. putida, P. stutzeri et P. syringae. P. aeruginosa dont elle est
I’espece type de ce genre (Ruiz et al., 2004).

1.1.3. Habitat

P. aeruginosa est une bactérie ubiquitaire (Gellen-Dautremer, 2007). Elle est largement
répandue dans la nature, dans les sites naturels humides : eau, sols et végétaux (Jean, 2004).
Elle est sensible a la dessiccation (Gellen-Dautremer, 2007).

Elle peut se trouver dans I’environnement comme suit :

* Eaux : P. aeruginosa se rencontre dans de nombreux échantillons d'eau : eaux de
riviere, eaux usées, eaux de piscine (défaillance dans le systéme de chloration) et eaux
marines. On le retrouve méme dans les eaux minérales, eaux thermales, eaux de boissons
(Briand, 1992).

* Végétaux : P. aeruginosa peut se trouver dans les légumes frais, les salades, les

fruits, les aliments et les fleurs, ce qui explique que ces derniéres sont interdites dans les

Evaluation de la résistance et de Ueffet post antibiotique des béta-lactamines et des aminosides vis a vis des
souches pathologiques de Pseudomonas aeruginosa



https://www.google.dz/search?q=Andr%C3%A9+Eyquem&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LRT9c3NEoqSo7PNa5UAvMMjQtzispy07VkspOt9JPy87P1y4syS0pS8-LL84uyrRJLSzLyiwAh6Ms1PAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiBoujDspbRAhXCMVAKHSvwBFsQmxMIYygBMA0

Synthése bibliographique

services de réanimation (Briand, 1992).

* Environnement hospitalier : P. aeruginosa est une bactérie tres fréquente en milieu
hospitalier (Ferron, 1990). Elle peut étre apportée par le mateériel chirurgical, médical,
infirmier... On le trouve aussi dans les endroits humides : siphons de lavabos, savons liquides,
humidificateurs, solutions d'antiseptiques (ammoniums quaternaires), solutions pour nettoyer
les lentilles de contact. Il faut savoir que 10.8 % des patients non colonisés initialement vont

acquerir cette bactérie apres hospitalisation (Briand, 1992).

* Homme : C’est une bactérie indépendante de I’homme mais elle peut étre
commensale du tube digestif (Cholley, 2010) ; le portage intestinal est normalement faible, il
est de 4 %. Elle est isolée chez I'homme d'une grande quantité de prélevements pathologiques
. expectorations, urines, pus d'origines diverses (ORL, articulation, vaginal, pleural), selles,
sang , on le trouve dans le tube digestif et plus rarement dans la salive. Une phase de

colonisation plus ou moins longue précéde le plus souvent l'infection (Briand, 1992).
1.1.4. Caractéres bactériologiques
1.1.4.1. caractéres morphologiques

P. aeruginosa est un bacille & Gram négatif non sporulé, en forme de batonnet de forme droite
ou légerement courbée de 0.5 a 0.8um de diamétres et d’une longueur de 1.5 a 3 pm.
Pratiguement toutes les souches sont mobiles grace a un flagelle polaire (monotriche)
(Yéterian, 2010). Le halo réfringent (Gellen-Dautremer, 2007), qui par fois entoure le corps
bactérien, ne traduit pas la présence d'une capsule mais celle d'un produit muqueux
extracellulaire (alginate) élaboré par certaines souches constituant une pseudocapsule
(Ferron, 1990). La paroi bactérienne de P. aeruginosa est typique des bactéries a Gram
négatif, composée d’une grande variété de molécules aux fonctions multiples (Carmeli et al.,
1999). La membrane externe de la paroi est formée de LPS et de phospholipides, ou s’insérent
de nombreuses protéines intrinséques. Parmi elles, les porines, protéines transmembranaires
formant des pores ou canaux protéiques permettant le passage de petits solutés et de
molécules hydrophiles (Diggle et al., 2006).

La membrane plasmique contient de nombreux complexes protéiques d'une importance vitale
pour la bactérie (comme I'ATP synthase) qui ont des roles prépondeérants dans le métabolisme
bactérien (Finnen et al., 1992).
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1.1.4.2. Caractéres culturaux

Le bacille pyocyanique est une bactérie aérobie stricte, se développant sur les milieux usuels.
Elle est mésophile capable de se multiplier a I’intérieur d’un large spectre de température
allant de 4- 45°C. La température optimale de croissance se situe entre 30 et 37°C, mais les
souches d’origine humaine, réputées pathogénes, peuvent supporter des températures de
41°C, contrairement aux souches de I’environnement (Faure et al., 2004).

P. aeruginosa produit deux pigments qui conferent aux cultures une teinte caracteristique a
I'origine du qualificatif de pyocyanique (bacille du « pus bleu ») : la pyocyanine, bleu vert, et
la pyoverdine, jaune vert et fluorescent (Marie et al., 2000). Certaines souches sont
apigmentaires, d'autres, plus rares sont érythrogenes (production d'un pigment rouge pour 1 %
des souches) ou mélanogenes (pigment brun foncé, presque noir pour 1 a 2 % des souches).

La culture sur gélose donne une odeur caractéristique (acacia ou seringa) (Briand, 1992).

Comme pour toute bactérie ; I’identification de P. aeruginosa est initié par une caractérisation
macroscopiques de I’aspect des colonies puis par les examens microscopiques et enfin
biochimiques. L’aspect des colonies est important dans le diagnostic de I’espéce de P.
aeruginosa (Beraud, 2011 ; Solbi, 2013 ; Dermoun, 2014). Les colonies de cette bactérie ont
une couleur a tendance fluorescente (Flandrois, 1997), avec production pigment bleu-vert
(Oulymata, 2007) et dégagent une odeur florale (Flandrois, 1997) caractéristique (acacia ou

seringa) (Oulymata, 2007). Elles peuvent étre :

* des colonies la (large) : sont grandes, rugueuses avec un centre plus bombé, colonies en
oeufs sur le plat, FE (Fried Eggs) et un bord irrégulier. Trés souvent, les colonies la
présentent de petites plages d'autolyse donnant un reflet irisé ou métallique (Oulymata, 2007)
ou, les plus fréquentes, d'un diametre moyen a contour irrégulier, d'aspect rough (rugueux),

plus virulentes que les colonies lisses.

* des Colonies petites ou Sm (Small), rondes, lisses, légerement bombees (convexes) avec un

bord circulaire régulier.

* Colonies muqueuses, voire tres muqueuses ou M, ces colonies se rencontrent presque
specifiqguement dans des infections chroniques, urinaires ou pulmonaires (mucoviscidose)
(Olvera et al., 1999). Elles sont bombées, opaques, visqueuses, filantes, ou parfois coulantes
(Gellen-Dautremer, 2007). Les cultures productrices d'alginate donnent des colonies tres
muqueuses (Ferron, 1990).
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Bien que ce pathogene, ayant un métabolisme oxydatif, soit aérobie stricte, plusieurs isolats
ont montré une capacité a croitre en milieu anaérobie. P. aeruginosa est une bactérie motile
gréce a la présence d’un flagelle monotriche polaire. Cette bactérie est catalase positive et
oxydase positive. Elle posséde une versatilité nutritionnelle remarquable pouvant utiliser une
variété de sucres simples et complexes, d’alcools et d’acides aminés comme seule source de
carbone (Faure et al., 2004).

La gélose au cétrimide est un milieu sélectif; il est utilise pour I’isolement sélectif et
identification de P. aeruginosa (Pigasse, 2017). Il est utilisé afin d’isoler P. aeruginosa a
partir de prélevements pluri microbiens (Ruiz et al., 2004). Ce milieu favorise la production

de pigments par P. aeruginosa (pyoverdine et pyocyanine) (Pigasse, 2017).
1.1.4.3. Facteurs de virulence

P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste capable d'infecter un large spectre d'hotes. Elle
posséde un vaste arsenal de facteurs de virulence (Chaker, 2012). Les facteurs de virulence
ne sont pas synthétisés de maniere constitutive et la majorité d'entre eux sont produits en
phase tardive de croissance ou dans des conditions de carences (carence en fer, en phosphate).
En effet cette bactérie saprophyte, lors de I'établissement de I'infection, s'adapte rapidement
au nouvel environnement que représente le malade et synthétise de nouveaux facteurs de
virulence afin de réussir son processus infectieux. Ces facteurs de virulence peuvent étre

classés en trois types :
a. Les structures et composants pariétaux, les métabolites divers :

* Le lipopolysaccharide (LPS) : La virulence liée au LPS dépend essentiellement de I'état du
polysaccharide (s'il est complet, la souche est virulente) et non de sa nature (pas de différence
de virulence suivant le sérogroupe) (Briand, 1992; Goldberg et Pier, 1996).

* Les pili : L'évenement initial dans I'infection est I'adhésion de la bactérie de type rugueux
aux cellules épitheliales des muqueuses grace aux pili (Lazdunski, 1998). Les souches piliées
sont & l'origine d'une plus grande mortalité que les souches ne possedant pas de pili (Tang et
al., 1995).

* Le flagelle : Le flagelle est essentiel pour assurer la mobilité, mais il joue
vraisemblablement un r6le indirect dans l'adhésion cellulaire. Son importance dans la
pathogenese semble établie. En effet des bactéries mutantes, sans flagelles, étaient moins
invasives que la souche mobile. Cependant, le flagelle est aussi connu pour avoir des

propriétés hautement immunologiques, et servirait de ligand aux macrophages et aux
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polynucléaires (Feldman et al., 1998).

* L'alginate : Une capsule visqueuse, composeée majoritairement d'alginate et d'un autre
expopolysaccharide entoure P. aeruginosa et lui permet de se protéger de l'action non
specifique des cellules phagocytaires, de la déshydratation et des antibiotiques (Monday et
Sciller, 1996).

* L'exoenzyme S (ExoS) est cytolytique , elle semble localisée sur la membrane externe de la
bactérie ou elle peut fonctionner comme une adhésine et favoriserait donc la colonisation
(Briand, 1991).

* La cytotoxine est une protéine située dans le périplasme. Elle peut agir directement sur les
leucocytes. Elle cause la formation de pores dans les membranes cellulaires, ce qui
augmentate la perméabilité et libération des enzymes lysosomiales. Ces altérations conduisent

a une inflammation sévére des tissus et a leur nécrose.

* La phospholipase C (PLC) est une hémolysine thermolabile, synthétisée dans des conditions
de carence en phosphate. La phospholipase C est a l'origine de dommages tissulaires des

poumons lors de leur infection (Berka et al., 1981). Elle lyse aussi les érythrocytes.

*Les rhamnolipides sont des glycolipides thermostables, qui peuvent émulsionner les
phosphates membranaires grace a leur activité détergente. Ce sont des composés cytotoxiques.
Ils inactivent la mobilité des cils vibratiles trachéaux ciliaires, perturbent le transport des ions

dans les cellules epithéliales respiratoires et augmentent la libération de mucine in vitro.

*L'élastase est une des quatre proteéases majoritaires. Elle joue un réle important dans la

pathogenese en provoquant des hémorragies et des nécroses tissulaires (Azghani, 1996 ).
b. Pigments

La pigmentation des souches permet d'orienter le diagnostic, en effet 90 % des Pseudomonas

sont pigmentes.

* Les pigments phénaziniques pourraient étre responsables de I'action pathogéne de P.
aeruginosa (Abdallah et al., 1991)

* La pyocyanine (ou hydroxyl-1-methyl-5-phénazine), perturbe certains mécanismes
cellulaires. Cette substance exerce une action cytostatique vis-a-vis de cultures de
lymphocytes in vitro. Elle inhibe la blastogenése des lymphocytes apres stimulation par des
substances mitogeénes ainsi que la synthese de l'interleukine-2 et I'expression de son récepteur
(Briand, 1992).
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C. Biofilm

En réponse a certaines conditions extérieures hostiles a leur développement, constituant ainsi
un biofilm rendant les bactéries inaccessibles a la phagocytose, aux anticorps, aux
désinfectants et aux antibiotiques (Gellen-Dautremer, 2007). Ces derniers forment une
barriére physique contre I'entrée d'agents antimicrobiens (O'Toole et al., 1999 ; Costerton,
2001) . Le biofilm conduit a des modifications drastiques du comportement cellulaire, avec
modification des fonctions métaboliques et de I’expression de facteurs de virulence, ainsi

qu’une sensibilité diminuée aux moyens de défense naturels ou non de I’héte (Davey, 2000).
1.1.5. Physiopathologie

P. aeruginosa peut atteindre des sujets en bonne santé, apres inoculation directe accidentelle
(ostéomyélites ou meningites d’inoculation) ou infestation massive (Ingestion massive
d’aliments contaminés contact avec les eaux fortement polluées). Cependant, c’est surtout une

bactérie opportuniste responsable d’une pathologie nosocomiale chez I’immunodéprimé.

Les bactéries sont sélectionnées sur le revétement cutanéo-muqueux par une antibiotherapie

qui détruit la flore endogene antagoniste et permet la prolifération de P. aeruginosa.

L’implantation initiale est favorisée par des lésions telles que traumatismes ou brulures, qui
détruisent les défenses des barrieres naturelles. Une fois implantées, les bactéries se propagent

d’autant plus facilement que les défenses immunitaires sont amoindries ou inexistantes.

L’infection s’étend localement avec une tendance nécrotique hémorragique particuliere la
dissémination hématogene est liée en partie a un tropisme des bactéries pour les artérioles et
les petits vaisseaux sanguins cutané-muqueux. Les bactéries dans le sang peuvent essaimer
vers n’importe quel tissu ou organe : peau, systeme nerveux, 0s, articulation, rate, foie, rein
(Lazdunski, 1998). Dans le cadre des infections opportunistes, et notamment pour P.
aeruginosa, I’adhésion et secondairement la colonisation constituent des étapes clés précedant
I’infection (O'Toole et al., 2000).

1.1.5.1. Pouvoir pathogéne de P. aeruginosa pour I’Homme

Chez I'homme en bonne santé, on trouve assez peu de P. aeruginosa (de 2 a 10 % de porteurs
selon les sites de I'organisme) tandis que chez les hospitalisés ce taux peut atteindre 50 % sur
certains sites et 60 % sur les plaies de brdlures et d'escarres. P. aeruginosa présente la
particularité d'étre peu virulent chez les individus sains mais au contraire trés pathogéne chez

les sujets immunodéprimés qui présentent une pathologie déja existante (leucémies, cancers,

Evaluation de la résistance et de Ueffet post antibiotique des béta-lactamines et des aminosides vis a vis des
souches pathologiques de Pseudomonas aeruginosa




Synthése bibliographique

grands brdlés et les sujets atteints de mucoviscidose) ; 20% des infections nosocomiales sont
dues a P. aeruginosa, alors qu'on ne le retrouve que dans 3.3 % des infections

communautaires (Halley, 1997).

La contamination peut avoir deux origines; endogene (flore fécale : pullulation de P.
aeruginosa dans le tube digestif a la suite d'un traitement antibiotique inadapté, qui
sélectionne des bactéries résistantes par pression de sélection) ou exogéne (eaux de boissons,
de lavages, solutions antiseptiques contaminées, cathéters, perfusions intraveineuses)
(Pennington, 1988 ; Cardenosa, 1999).

Le pouvoir pathogéne de P. aeruginosa est directement liée a la production par la bactérie de
nombreux facteurs de virulence extracellulaires (Halley, 1997).

P .aeruginosa est responsable aussi de méningites, d'infections ostéo-articulaires, d'infections

uro-génitales, d'infections digestives et de diverses suppurations (Carpentier et al., 2003).
1.1.5.2. Pouvoir pathogéne de P. aeruginosa pour les animaux

P. aeruginosa est responsable d'infections tres diverses tel que les surinfections des
plaies (nombreuses espéces) , les infections genitales et avortements (chevaux, bovins) et des
mammites (bovins, ovins, chévres) infections respiratoires, pneumonies (chiens, chats,
bovins, ovins, chevaux, porcs, visons, Chinchillas, oiseaux, reptiles) et peu provoqué des
entérites (bovins, rongeurs de laboratoire) et les stomatites (reptiles) ...etc (Carpentier et al.,
2003).

1.2. Antibiotiques

1.2.1. Définition:

Selon la définition donnée par Waksman, en 1941, un antibiotique est une substance produite
par un micro-organisme et qui a le pouvoir d'inhiber la croissance d'autres micro-organismes
et méme de les détruire (Patrice et al, 2017). En 1957 Turpin et Velu ont défini un
antibiotique comme étant tout composé chimique, élaboré par un organisme vivant ou produit
par synthése, a coefficient chimiothérapeutique élevé dont l'activité thérapeutique se
manifeste a trés faible dose d'une maniere spécifique, par l'inhibition de certains processus
vitaux, a I'égard des virus, des microorganismes ou méme de certains étres pluricellulaires
(Guezlane-Tebibel et al ., 2010 ; INVS, 2016).

Actuellement, les antibiotiques (ATB) sont donc des molécules naturelles, semi-synthétiques

ou synthétiques dont les caracteristiques chimiques sont clairement élucidées et dont on peut
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attendre une action pharmacologique au niveau des tissus cibles (Lechat et al., 1982 ;
Pecheére, 1992). lIs sont capables d'inhiber la croissance ou méme de tuer des bactéries, sans
affecter I'hote (cellules eucaryotes) (Flamm et al., 2002). Pour pouvoir étre utilisable en
pratique clinique, un antibiotique doit se caractériser par une action spécifique sur les germes
visés sans perturber le fonctionnement des cellules eucaryotes (héte). Un antibiotique devra
donc idéalement affecter une voie métabolique absente ou peu active chez les eucaryotes
mais essentielle aux procaryotes, ou atteindre une cible spécifique aux procaryotes
(Eggimann et al., 2006).

1.2.2. Classification des antibiotiques
La classificationdes antibiotiques peut se faire selon :

- Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthese (synthétique ou semi

synthétique)

- Mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines, synthése des

acides nucléiques

- Spectre d’activité : liste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre

étroit ou large)

- Nature chimique: trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base; sur
laquelle il y a hémi synthése. Cette classification permet de classer les antibiotiques en

familles (B lactamines, aminosides, tétracyclines...etc.)(Carbonnelle et al., 1987).
1.2.3. Cibles bactériennes des antibiotiques

Dans la chimio-thérapeutique anti-infectieuse et antiparasitaire, l'action sur les micro-
organismes dérive de mécanisme propre aux diverses classes de molécules actives. Donc le
mode d'affectation de la croissance bactérienne est varié selon la nature de l'antibiotique
(Lechat et al., 1982 ; Pechére, 1992).

Les antibiotiques agissent a I’échelon moléculaire au niveau d’une ou de plusieurs étapes
métaboliques indispensables a la vie de la bactérie (Figure 01). Le mécanisme d’action des

antibiotiques n’est pas toujours parfaitement élucidé mais ils agissent par :

e Toxicité sélective au niveau de la : synthése de la paroi bactérienne, membrane
cytoplasmique, synthese des protéines, acides nucléiques (Gaudy et Buxraud, 2005)
¢ Inhibition compétitive : dans ce cas I’antibiotique est un analogue structural, il interfere

avec une fonction essentielle a la bactérie.
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Les antibiotiques actuels peuvent se diviser en 5 groupes, en fonction de leur cible

pharmacologique (Eggimann et al., 2006).
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Figure 01: Mode d’action des antibiotiques (Chaussade et al., 2013)

1.2.4. Effet post antibiotique

L'action de certains antibiotiques sur la croissance bactérienne peut se prolonger au dela du
temps pendant lequel leur concentration demeure supérieure a la CMI ; c'est l'effet post-
antibiotique. Cet effet est variable selon le microorganisme en cause, l'antibiotique utilisé, sa
concentration et le temps d'exposition. Il est observé pour les antibiotiques dont le mode
d'action implique une altération irréversible ou lentement réversible du métabolisme
bactérien. Par exemple, les aminoglycosides qui inhibent la synthése protéique exercent un
effet post-antibiotique important vis-a-vis des bactéries qui ne sont pas tuées pendant le délai
d'exposition (la durée de cet effet est proportionnelle a la concentration a laquelle ont été
exposees les bactéries). Au contraire, les R-lactames n'exercent pas d'effet post-antibiotique
car la synthese de la paroi, et donc la croissance bactérienne, reprennent des que l'antibiotique

n'est plus lié aux précurseurs du peptidoglycane (Chastre et al., 2003).
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1.2.5. Aminosides
1.2.5.1. Définition des aminosides

Les aminosides sont des hétérosides comprenant : un noyau central non sucré dit génine ou
aglycone ; derivé de I’ amino-cyclitol (polyols cycliques) a 6 chainons comportant des
groupements basiques (amines, guanidines), un ou plusieurs oses dont des aminosucres
(osamines) :2 hexoses (ou exceptionnellement 3 pour la néomycine) et des sucres aminés liés

par un pont glycosidique au noyau central(Daikos et al., 1990).
1.2.5.2. Caractéristiques des aminosides

Les aminosides constituent une famille d’antibiotiques actifs sur certains types de bactéries.
Ils comprennent I’amikacine, la gentamicine, la kanamycine, la néomycine, la nétilmicine, la
paromomycine, la streptomycine (le plus connu, découvert par Selman Waksman), et la

tobramycine (Daikos et al., 1990).

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides concentration-dépendante. Leur
administration se fait soit en multidoses (toutes les 8 heures ou toutes les 12 heures) soit en
monodose sur 24 heures. La prescription de la dose totale journaliere en une seule injection a
été mise en place ces derniéres années et est de plus en plus pratiquée (Buijk et al ., 2002 ;
Aiken et al., 2002).

Tous les aminosides gardent néanmoins une néphrotoxicité potentielle, la gentamicine et
I’isépamicine auraient une moins grande néphrotoxicité lors d’une administration en
monodose (Beaucaire, 2000). Les arguments pour I’injection unique par 24 heures reposent

sur plusieurs constatations :

* la vitesse de bactéricidie des aminosides qui est concentration dépendante justifie une

concentration élevée au pic de I’injection (Freeman et al., 1997).
« un effet post-antibiotique (EPA).

* une résistance adaptative (résistance a I’effet bactéricide lors de la deuxieme administration)
(Maglio et al., 2002).

1.2.5.3. Effets sur la bactérie

e Transport & I’intérieur des bactéries.
e traversée de la paroi bactérienne et fixation sur des structures externes de la membrane

cytoplasmique.
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e transport lent puis rapide a travers la membrane cytoplasmique.

o fixation sur le ribosome.

e Cible principale : le ribosome ; ils se fixent sur sa sous-unité 30 S; ce qui induit une
altération de la synthese des protéines par inhibition de la traduction et induction d’erreurs
de lecture du code génétique aboutissant a la synthese de protéines anormales : mort
cellulaire.

e Action sur d’autres cibles bactériennes : ils provoquent aussi désorganisation de la
membrane bactérienne, modifications du transport des électrons, altération de la synthese
de I'ADN, dégradation non spécifique de certains ARN (Ramos et al., 1999).

1.2.5.4. Caractéristiques de la bacteéricidie

e Trés intense : le nombre de bactéries survivantes a 24 heures est souvent trés inférieur a
0,01 % de I'inoculum initial.

e Tres rapide : « vitesse de bactéricidie » élevée (en moins de 4 heures)

e Indépendant de la densité bactérienne : absence d'« effet inoculum »

e Dose-dépendant : lI'augmentation des concentrations sériques augmente la bactéricidie
(Ramos et al., 1999).

.1.2.5.5. Effet post antibiotique

o Effet post antibiotique (EPA) des aminosides est caractérisé par suppression de la
croissance bactérienne persistant aprés une exposition bréve de bactéries a un antibiotique. Il
est expliqué par les dommages cellulaires créés. L'EPA des aminosides est particulierement
marqué in vitro est de I'ordre de 2 a 6 heures pour les entérobactéries et P. aeruginosa. La
durée de I'EPA est plus longue in vivo. Il apparait dose-dépendant ce qui permet d'espacer
I'intervalle de temps entre deux doses, sans craindre un phénoméne de recroissance

bactérienne (Ramos et al., 1999).
1.2.5.6. Pharmacologie
1.2.5.6.1. Spectre d’activité

Les aminosides sont actifs contre certains bacilles a Gram négatif, en particulier les
entérobactéries et P. aeruginosa (Freeman et al., 1997). La streptomycine est utile pour
traiter la tuberculose résistante aux traitements habituels. La spectinomycine vient a bout de
I’infection résistante a gonocoque, responsable de la gonorrhée, et la paromomycine est un

anti-parasitaire employé contre certaines amibes et le Cryptosporidium. Comme la plupart des
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antibiotiques, ils sont sans effets sur les champignons et les virus. Les aminosides sont sans
effet contre les bactéries anaérobies et la plupart des bactéries a Gram positif (Barclay et al.,
1999).

1.2.5.6.2. Pharmacocinétique :

Les caractéristiques des différents aminosides sont similaires. lls ne sont pas (ou peu)
absorbés par voie entérale et ne sont pas métabolisés dans I’organisme. Leur diffusion
extravasculaire est faible. Leur pénétration intracellulaire est lente par endocytose, mais la
concentration d’antibiotique actif présent dans les lysosomes peut atteindre 10 a 20 fois celle

du milieu extracellulaire.

Leur élimination se fait essentiellement par voie rénale sous forme active avec une demi-vie
d’élimination moyenne de 2 heures. Une importante variabilité inter- et intra-individuelle
caractérise ces parametres pharmacocinétiques, justifiant une surveillance rapprochée de la
concentration sérique des aminosides, en particulier au cours des traitements prolongés. Le
passage de la membrane cytoplasmique d’une bactérie par un aminoside est un phénoméne
actif dont I’énergie est fournie par la chaine d’oxydoréduction et qui dépend également d’un
gradient protonique électrochimique (Barclay et al., 1996). L acidité et I’hypoxie des tissus
infectés, comme la richesse calcique ou magnésienne des os entravent la cellulaire des
aminosides (Aiken et Wetzstein, 2002).

1.2.5.6.3. Pharmacodynamie

La bactéricidie des aminosides est concentration-dépendante ; la réduction de I’inoculum
bactérien est proportionnelle a la concentration de I’antibiotique. Ainsi, la bactéricidie est
corrélée avec le pic sérique et I’aire sous la courbe de la concentration sérique au-dessus de la
CMI. Une valeur élevée de ces deux parameétres prédit une bonne efficacité thérapeutique
(Barclay et al., 1996).

Par leurs propriétés neutralisantes de I’endotoxine, les aminosides en association avec une
bétalactamine diminue I’endotoxinémie observée au cours d’un traitement par la seule
bétalactamine (Obritsch et al., 2004).

Les aminosides ont un effet post-antibiotique majeur : c'est-a-dire qu’aucune recroissance
bactérienne n’apparait lorsque les concentrations sériques et tissulaires de I’antibiotique sont
inférieures a la CMI du germe apres les pics observés au décours de I’injection (Daikos et al.,
1990).
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La durée de I’effet post-antibiotique dépend de la concentration de I’aminoside et de son
temps d’exposition avec la bactérie ; cette durée est supérieure in vivo par rapport a I’étude in
vitro. In vitro, elle varie de 0,5 a 4 heures pour le staphylocoque et de 2 a 7 heures pour les

entérobactéries et Pseudomonas (Aloush et al., 2006).

Enfin, les aminosides ne sont pas (ou peu) sensibles a I’effet inoculum : c’est a dire que leur
efficacité, affirmée in vitro par la détermination de la CMI en utilisant un inoculum faible (10*
a 10° UFC/mL), reste inchangée in vivo face a un inoculum de grande taille (>10" UFC/mI)
(Maglio et al., 2002).

1.2.6. Béta-lactamines
1.2.6.1. Définition des Béta-lactamines

Les Dbéta-lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus utilisée en
antibioprophylaxie et en antibiothérapie. Elles représentent une vaste famille d’antibiotiques
bactéricides qui possédent comme structure de base le cycle béta- lactame. La famille des B-
lactamines est répartie en quatre principaux groupes (Figure 02) : les pénicillines, les

céphalosporines, les monobactames et les carbapénemes (Bryskier, 1999).
Les béta -lactamines regroupent :
» Les pénams :
- pénicillines qui comportent plusieurs groupes : PénicillineG (voie parentérale) et V
(voie orale), Péenicilline M (méticilline), Pénicilline A (aminopénicilline)
- Carboxy pénicillines (ticarcilline), réservées a I’usage hospitalier, qui outre le spectrede

I'ampicilline agissent sur les entérobactéries hospitaliéres et les pseudomonas ticarcilline-

sensibles.

- Uréido-pénicillines (pipéracilline), de spectre analogue a la ticarcilline, réservées a I’usage

hospitalier.

- Amidino- pénicillines (pivmécillinam) spectre limité aux Entérobactéries (Cheng K et al.,
1996).

» Les pénems : carbapénémes (imipénéme, méropéneme) réservés aux infections
hospitaliéres a germes résistants.
> Les céphems : céphalosporines qui comportent 3 classes: 1 ¢ 2 eme =3 eme gt 4 eme

génération.
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» Les monobactams (aztréonam) réservés aux infections hospitaliéres séveéres (Viaene et
al.,2002)
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Figure 02 : Structures de quelques p-lactamines (Charlier et al., 1998).
A: pénicillines ; B : céphalosporines; C : céphamycines ; D : acide clavulanique ; E :

imipénéme (carbapénéme); F : monobactames

1.2.6.2. Mécanisme d'action

Les béta lactamines, en se fixant aux protéines de liaison des pénicillines (PLP) inhibent la
synthese du peptidoglycane, composant essentiel de la paroi bactérienne. Ainsi, les
transpeptidases bactériennes, PLP intervenant dans la derniére étape de la synthese du
peptidoglycane, vont reconnaitre le cycle béta lactame du fait de son analogie structurale avec
leur substrat naturel. Les PLP sont insérées a la face externe de la membrane cytoplasmique.

Chez les bactéries a Gram - (Paul M et al., 2004) .
1.3.. Antiseptiques et désinfectants

1.3.1. Définition

Selon la Xeme édition de la pharmacopée francaise (Janvier 1990), les antiseptiques peuvent
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étre aussi définis comme des préparations ayant la propriété d’éliminer ou de tuer les micro-
organismes ou d’inactiver les virus sur des tissus vivants (peau saine, muqueuses, plaies)
(CCLIN 2001). lls sont présentes dans leur forme d’utilisation et sont utilisées telles quelles
sauf exception justifiée et autorisée. Ils présentent une activité antibactérienne et/ou
antifongique, antivirale. La destination d’emploi des préparations antiseptiques est précisée :
peau saine, muqueuses, plaies, ainsi que la durée d’application nécessaire a I’obtention de
I’activité en fonction de I’indication. L’inactivation par d’éventuelles substances interférentes
ainsi que les incompatibilités sont indiquées (Bocary, 2006), avec I’intention de prévenir ou
de limiter la gravité d’une infection sur ces tissus (CSHPF-CTIN, 1998). Elles n’alterent pas
les tissus sur lesquels elles sont placées (Bocary, 2006).

Le terme désinfectant comprend a la fois les desinfectants au sens strict et les antiseptiques.
Les deux termes désignent les produits qui ont en commun la capacité d’inhiber ou de tuer les
micro-organismes indésirables. Les désinfectants au sens strict sont destinés aux milieux
inertes (instruments, surfaces); les antiseptiques sont destinés aux tissus vivants (peau,
muqueuse). Ces produits agissent de facon momentanée, ils ne protégent pas contre une
nouvelle contamination ni la prolifération naturelle (mitose, réplication). 1ls doivent donc étre
réappliqués régulierement (CAPP-INFO, 2007).

1.3.2. Classification

On distingue différentes familles d'antiseptiques et de désinfectants en fonction de leur mode
d’action sur la cellule des microorganismes: atteinte membranaire, coagulation de constituants

intracellulaires, blocage d'enzymes protéiques....(CAPP-INFO, 2007).

Les antiseptiques peuvent étre classés par :

- la famille chimique (halogénés : dérivés iodés, chlores ...)

- les indications (antisepsie de la peau saine, peau lésée ou plaie, muqueuses...)
- le spectre d’activité (CCLIN, 2001).

1.3.2.1. Classification selon le spectre d’activité

Les antiseptiques se répartissent en quatre catégories comprenant les antiseptiques majeurs,

mineurs, deconseillés et les produits considérés a tort comme antiseptique (CCLIN, 2001).
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1.3.3. Mode d’action des antiseptiques et des désinfectants

Les antiseptiques et les désinfectants sont capables d’inhiber la croissance des micro-
organismes (action bactériostatique, fongistatique, virostatique) ou de les éliminer (action
bactéricide, fongicide, virucide, sporicide). Certains produits possedent les deux actions en
fonction de la concentration utilisée. Généralement, plus la concentration est élevée, plus
I'effet est de type létal (exception ex: éthanol 70% plus actif qu'a 96%) (Prescrire, 2000 ;
Russel et al., 2004).

L’idéal pour répondre aux objectifs de I’antisepsie est un effet Iétal en un temps trés bref. La
rémanence désigne I’effet antimicrobien de I’antiseptique persistant sur la peau. Selon leur
nature et la concentration, les antiseptiques ont un ou plusieurs sites d’action dans le
microorganisme. Le mécanisme d’action varie selon la famille d’antiseptiques et le type de
microorganisme (Freney, 1995 ; CCLIN, 2001).

1.3.4. Spectre D’activité Théorique

Le spectre théorique des antiseptiques est défini généralement lors de la mise au point du
produit. Il peut étre modifié lors de I’utilisation du produit ; I’ampleur des modifications

dépend des possibilités d’acquisition d’une résistance.
1.3.5. Les Critéres de choix

Les actes mettant en ceuvre des antiseptiques doivent faire I’objet de prescription médicale ou

de protocoles écrits et validés. Le choix de I’antiseptique doit intégrer plusieurs éléments :
- nature de la cible microbienne : préférer un antiseptique de large spectre.

- intensité de I’action antimicrobienne : effet bactéricide préférable en particulier sur les

plaies et chez les sujets fragilisés.
- délai d’action, dure d’action, intérét d’une action rémanente.

- terrain d’application : tenir compte de la fragilité, du pH (il doit étre le plus proche possible
de celui de la préparation), de la surface (petite, large, profonde) et le terrain peut étre

septique ou aseptique - stabilité du produit.
- solubilité du produit.

- qualité du conditionnement.

- tolérance.

-propriétés annexes de la formulation : action détergente, desséchante (Larsone, 1999;
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CCLIN, 2001).
- colt. (CCLIN, 2001 ; Rachel, 2002).
1.3.6. Toxicité des Antiseptiques

Les antiseptiques sont des médicaments a usage externe qui géneralement ne sont pas

toxiques, mais peuvent le devenir si :

e Leur utilisation est trop prolongée.

« lls sont utilisés sur une trés grande surface de la peau ou de la muqueuse.
* lls sont sur dosés.

* Leurs principes de dilution ne sont pas respectés.

* lIs sont utilisés en exces dans certaines populations (les prématurés, les nouveau-nés, les
nourrissons, les jeunes, enfants et les vieillards). Apres ingestion accidentelle, on peut
observer des troubles graves conduisant parfois a la mort (Freney, 1995 ; CCLIN, 2001 ;
Rachel, 2002)

Dans les conditions d’utilisation pour I’antisepsie, I’eau oxygénée présente un spectre trop
limité pour étre employée (CCLIN, 2013).

1.4. Résistance bactérienne aux antibiotiques
1.4.1. Définition

Chaque antibiotique a son spectre d'activité, c'est-a dire, I'éventail des espéces bactériennes
sensibles ; susceptibles d'étre inhibées par des concentrations atteintes in vivo de cet
antibiotique (Ferron, 1990).

On peut définir la résistance bactérienne aux antibiotigues comme la capacité des
microorganismes d’une certaine espece a survivre ou méme a se développer en présence
d’antibiotiques (CA-SFM, 2008).

La resistance aux antibiotiques apparait comme un évenement normal de I'évolution des
microorganismes. Elle est toutefois favorisée par l'usage des antibiotiques qui exercent une
pression de sélection en privilégiant la croissance de souches résistantes ou en induisant
I'expression de phénotypes inductibles (ONEBRA, 1988).

1.4.2. Types de résistance

La résistance d’une souche bactérienne a un antibiotique peut étre :
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1.4.2.1. Résistance naturelle (Intrinséque)

Une espéce «non sensible», posséde une résistance dite naturelle, liée aux caractéres
géneétiques propres a cette espece (Ferron, 1990). C’est une caractéristique appartenant a
I’ensemble des souches d’une espece bactérienne, elle est toujours transmissible a la
descendance (Andreu et Mainardi, 2003). Le mécanisme de cette résistance naturelle varie
selon l'espéce. Il peut s'agir d'une absence de pénétration, absence de cible moléculaire de

I'antibiotique, ou d'une production naturelle d'enzyme d'inactivation (Ferron, 1990).
1.4.2.2. Résistance acquise

L'utilisation des antibiotiques depuis de nombreuses années a contribué a la sélection des
souches résistantes au sein d'especes normalement sensibles ; cette résistance est dite acquise.
Elle affecte la population de chaque espece bactérienne avec une fréquence variable, qui
dépend surtout de la pression de sélection exercée par les antibiotiques utilises en
thérapeutique (Ferron, 1990). Elle ne concerne que quelques souches d'une méme espéce
mais peuvent s'étendre ; leur fréguence varie dans le temps mais aussi dans l'espace - région,
ville, hopital ou méme service (Andreu et Mainardi, 2003 ; Elmeskini, 2011). Il peut avoir
une accumulation des mécanismes de résistances. Il existe des résistances acquises,
consecutives a des modifications de I'équipement génétique chromosomique (par I’acquisition
d'un gene) ou extra chromosomique par l'intermédiaire d'un support génétique mobile

(plasmide, transposon). Elles constituent un marqueur epidémiologique (Poirel et al., 2003).
1.4.3. Resistance du P. aeruginosa

P. aeruginosa présente une résistance naturelle & de nombreux antibiotiques et, au cours du

temps, les souches ont développé une résistance acquise (Barclay et al., 1999).
1.4.3.1. Mécanismes de résistance aux béta-lactamines

1.4.3.1.1. Résistance naturelle aux béta-lactamines

» Résistance enzymatique:

Elle résulte de la synthése par la bactérie d'une enzyme inactivatrice de p-lactamine appelée 8-
lactamase (Figure 03) (Poirel et al., 2003). Elle est liée a plusieurs mécanismes :

-Production d’une céphalosporinase chromosomique inductible du géene AmpC: responsable
de la résistance a I’amoxicilline, C1G : céfalotine, C2G : céfoxitine, ceftriaxone, cefotaxime

et ertapéneme (McGowan, 2006).

-Faible perméabilité membranaire aux B-lactamines, due a la taille insuffisante des porines
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(Poole, 2004).

- Systeme d’efflux membranaire MexAB-OprM, capable d’exporter les antibiotiques en
dehors de la cellule. Cette pompe a efflux est composée de trois protéines, MexA, MexB et
OprM, incorporées dans les membranes internes et externes de la paroi bactérienne (Masuda
et al., 2000).
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Figure 03 : La résistance enzymatique (Poirel et al., 2003).
1.4.3.1.2. Résistance acquise aux 3-lactamines

a. Résistance enzymatique
= Acquisition de pénicillinases plasmidiques: celle-ci confére une résistance aux
uréidopénicillines (ticarcilline, pipéracilline) et a la cefsulodine mais la sensibilité a la

ceftazidime, I’aztréonam et I’imipéneme est conservée.

A noter qu’il existe un risque d’induction de céphalosporinase (réversible) avec les inhibiteurs

de R-lactamases (acide clavulanique) (Bagge et al., 2002).

= Hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique AmpC par mutation d’un

gene de régulation : « céphalosporinase déréprimée ».

Les souches, ainsi modifiées, deviennent résistantes a toutes les bétalactamines sauf les
amidinopénicillines et les carbapénemes. La mutation peut survenir inopinément au cours d'un
traitement et entrainer des échecs thérapeutiques. Il existe différents niveaux de dérépression
de la céphalosporinase (la plupart des souches ne sont que partiellement deréprimées), et le

niveau de résistance est proportionnel a la quantité d’enzyme produite. Ce mécanisme ne doit
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pas étre confondu avec I’induction d’une céphalosporinase par les inhibiteurs de B-lactamases
chez des souches sauvages, qui rendent alors I’association (inhibiteur de R-lactamases +

céphalosporine) antagoniste (Livermore, 1995).
Acquisition d’une 3-lactamase a spectre élargi (BLSE):

Ce sont des enzymes plasmidiques, Elles hydrolysent toutes les bétalactamines jusqu'aux
C3G, restaurée théoriquement par les inhibiteurs de R-lactamases, avec une sensibilité
conservée a I’imipénéme. Elles sont tres rarement rapportées chez P. aeruginosa
(Weldhagen et al., 2003).

= Carbapénémases

Ce sont des métalloprotéines chromosomiques ou plasmidiques conférant une résistance aux
carboxypénicillines, aux céphalosporines et a I’aztréonam, ainsi qu’un bas niveau de
résistance a I’imipénéme. Les carbapénémases sont redoutables car elles induisent une
résistance de haut niveau a toutes les bétalactamines. La sensibilité a la pipéracilline et a
I’aztréonam est conservée. En cas d’association de ce mécanisme a un mécanisme
d’imperméabilité, on obtient un haut niveau de résistance a I’imipéneme. La détection des
carbapénémases par les techniques bactériologiques de routine n’est pas aisée, ce qui

augmente les difficultés de surveillance épidémiologique (Nordmann et Guibert, 1998).
b. Résistance non enzymatique
= Acquisition par mutations de systemes d’efflux actif :

Les mutations aboutissent a la surproduction des pompes transmembranaires permettant
d’expulser I’antibiotique hors de la bactérie, en utilisant I’énergie du gradient électrochimique
de la membrane cytoplasmique.

Le niveau de résistance est moindre que chez les souches productrices de R-lactamases.
Certaines souches ne sont résistantes qu’a la ticarcilline, cette résistance n’étant pas restaurée
par les inhibiteurs de B-lactamases. La plupart des souches restent sensibles a la pipéracilline
et a la ceftazidime.

Parmi les carbapénémes, seul le meropéneme peut étre affecté par un mécanisme d’efflux
(Pai et al., 2001).

= Mutation de la porine D2 (mutants oprD-) :

La porine sert comme un canal d'entrée de Il'imipénéme. L'association d'une hydrolyse
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partielle par la céphalosporinase chromosomique et la mutation de la porine induisent une
résistance sélective a I’imipénéme. La sensibilité au méropénéme est conserveée (Nordmann,
2003).

1.4.3.2. Résistance aux aminosides
1.4.3.2.1. Résistance naturelle aux aminosides

P. aeruginosa est naturellement résistant a la kanamycine via la production d’une

phosphotransferase (Masuda et al., 2000).
1.4.3.2.2. Résistance acquise aux aminosides
La résistance aux aminosides peut étre assuré par :

e Par altération de la cible : mutation du site ribosomal, site de fixation de
I’antibiotique.

e Par modification enzymatique de I’antibiotique (mécanisme le plus fréquent). Il existe
de nombreuses enzymes capables d’altérer I’activité des aminosides. Elles sont produites a
partir de génes portés sur des plasmides (résistance transférable). Une enzyme peut inactiver

plusieurs antibiotiques différents.

- APH : Aminoside Phosphotransférases (5 sous- types en fonction du site d’action)
- ANT : Nucléotidyltransférases (5 sous- types en fonction du site d’action)

- AAC : Acétyltransérases (3 sous- types ).

e Par diminution de la pénétration de I’ATB dans la bactérie: modification des porines,

altération du transport actif, mécanisme d’efflux actif (Obritsch et al., 2004).

Elle concerne par ordre de fréquence décroissante : la gentamicine, la tobramycine, la
nétilmicine, et I’amikacine. La corésistance avec les -lactamines et les fluoroguinolones est

frégquente, surtout pour le sérotype 012 (Poole, 2005).
De ce fait il existe 2 mécanismes différents de résistance aux aminosides:

= Résistance enzymatique : acquisition d’enzymes plasmidiques inactivatrices des
aminosides. Ce sont les aminoacétyltransferases (AAC), nucléotidyltransférases
(ANT), phosphotransférases (APH) (Wright, 1999).

= Imperméabilité : diminution des mécanismes de transport actif de I’antibiotique dans

la bactérie, responsable d’une résistance de bas niveau a tous les aminosides.
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On peut en rapprocher la résistance adaptative aux aminosides consistant en une résistance
réversible apparaissant 2 heures aprés une premiere exposition de la bactérie & un aminoside
et disparaissant en I’absence de celui-ci, liée a une baisse de pénétration par baisse de la force

proton motrice (Evans, 1994).

Un phénomeéne de résistance adaptative vis-a-vis les aminosides a été rapporté avec certaines
bactéries : aprés un premier contact avec un aminoside, certaines souches deviennent moins
sensibles a une deuxiéme dose d’antibiotique ; ce phénomene s’expliquerait par une
modification des capacités de transport de I’aminoside avec reduction des concentrations au
site  d’action. Cette résistance disparait en plusieurs heures apres I’élimination de
I’antibiotique du milieu (Freeman et al., 1997).

1.5. Résistance bactérienne aux antiseptiques
1.5.1. Résistance intrinseque bactérienne

La résistance naturelle ou intrinséque est préevisible. Elle est due a la structure de la cellule
bactérienne. Elle est une caractéristique innée et stable des espéces ou groupes microbiens vis
a vis des antiseptiques et permet de définir le spectre théorique d’activité. Une espéce
bactérienne peut étre résistante aux antiseptiques, du fait de sa structure ou de son
métabolisme enzymatique. Dans la paroi des bactéries Gram négatifs, il existe une membrane
externe, composée de protéines, lipides et polysaccharides. Cette membrane externe n’est pas
présente chez les Gram positif. La majorité des antiseptiques et désinfectants exercent leur
action essentiellement au niveau de la membrane cytoplasmique et doivent donc traverser la
paroi. Les bactéries Gram négatifs (P. aeruginosa) sont ainsi plus résistantes que les Gram
positifs. La formation des biofilms sur les dispositifs médicaux est également un mécanisme
de resistance intrinseque (Russell, 1999; Poole, 2002 ; Sheldon, 2005; Piffaretti, 2006).

1.5.2. Reésistance acquise aux désinfectants et antiseptiques

Le developpement de résistances (résistance acquise) aux désinfectants et antiseptiques est
moins fréquent que celui observé avec les antibiotiques, probablement en raison de la
multiplicité des sites d'action des désinfectants et antiseptiques. Il résulte généralement de
changements genétiques a I’intérieur de la cellule, conduisant ensuite a un rejet de
I'antiseptique ou du désinfectant hors de la cellule (efflux) (Russell, 1999; Poole, 2002 ;
Sheldon, 2005; Piffaretti, 2006).

Cette résistance peut étre due a une :
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-Mutation d’un géne de la cellule bactérienne (résistance acquise chromosomique) Les
modifications siégent au niveau de la membrane externe des bactéries a Gram négatif. Elles

diminuent, voire empéchent totalement la fixation ou la pénétration du produit.

Une autre possibilité est une mutation des genes codant pour les porines entrainant des

modifications qualitatives de ces protéines.

-Acquisition d’un plasmide (résistance acquise plasmidique ou extra chromosomique est
exceptionnelle)(CAPP-INFO, 2007).

1.6. Consequences d’une résistance

Lors de conditions expérimentales, l'apparition de résistance croisée entre
désinfectants/antiseptiques et antibiotiqgues a été démontrée avec certaines souches de
bactéries. Ainsi I'exposition aux désinfectants/antiseptiques pourrait conduire a une efficacité
réduite des antibiotiques lors de certaines infections bactériennes chez les patients. Des études
complémentaires sont nécessaires (Russell, 1999; Poole, 2002 ; Sheldon, 2005; Piffaretti,
2006 ; CAPP-INFO, 2007).

Les bactéries résistantes sont selectionnées lors de I’utilisation des antiseptiques quand les
concentrations actives sont trop faibles pour les inhiber ou les tuer dans les conditions

d’utilisation. Pour éviter une telle situation, il faut tenir compte de deux éléments :
- Le spectre d’activité théorique.

- Les conditions d’utilisation (concentrations et temps d’application des produits) indiquees
par le laboratoire. Pour cela, il est préférable d’utiliser des antiseptiques ou associations
d’antiseptiques a spectre large dont I’activité a été évaluée (Freney, 1995 ; Cclin Sud-Ouest,
2001).
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Matériels et méthodes

I1. Matériels et méthodes

Nous avons mené une étude pratique sur I’identification biochimique et I’évaluation de
I’antibio-résistance et I’antisepto-résistance des souches de P. aeruginosa sur une période
allant de Janvierr 2011 a Décembre 2016.

Un total de 535 souches d’origine pathologique a été collecté a partir des différentes
établissements de santé a partir des différents laboratoires de microbiologie médicale soit des
hopitaux, des cliniques ou de laboratoire privés de quatre wilaya Souk Ahras, Annaba,
Guelma, et Tebbessa hopitale de : Ibn Rochd, Dorban, El Hadjar, clinique de Abou Marouane
de Annaba, hopital de Ibn Rochd, Laboratoire d’analyse de :Mansouri, El Atik , clinique Ibn
Sina de Souk Ahras et de I’hdpital de Khaldi Abd Alaziz, clinique Alaya Alah de Tebessa et
I’hopital de Ghuelma

Les souches testées sont issues de plusieurs types de prélevements pathologiques (urines,
pus, liquides pleuraux, lésions chirurgicales...) des patients de différents catégories (femmes,
hommes, enfants, nourrissons) et de différents ages (Tableau 01, 02, 03, 04 ; Annexe 1) ; ou

on a pratiquement :
- Identifier biochimiquement les isolats
- Evaluer leur résistance aux aminosides et aux bétalactamines.

- Evaluer leur résistance a quelques antiseptiques et a un désinfectant.

- Evaluer I’effet post antibiotique (EPA).
11.1. Identification des isolats

L’identification des isolats a éte réalisée sur la base de I’aspect macroscopique des colonies et
leurs pigmentations sur les milieux de culture, les testes de cytochrome oxydase et de catalase

positifs le Gram négatif (Thacker, 1994) ainsi que le profil d’assimilation de substrat.
11.1.1. Identification biochimique classique

Aprés une pré-identification par la coloration de Gram, la recherche de la catalase et de
I’oxydase et la mise en évidence des pigments spécifique (poyocyanine et pyoverdine), les
souches collectées sont identifiées soit par la galerie APl 20NE soit par I’Automate VITEK
2™ Compacte 15 selon la disponibilité.
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11.1.1.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram est la base de I’identification d’une souche bactérienne. Elle teste
I’alcoolo resistance d’une souche bactérienne (John et al, 2003). Dans notre étude, on a
pratique les étapes de coloration et lecture recommandées par (Singletons et Sinsburg, 1984,
(Singh et al., 2006).

11.1.1.2. Recherche de catalase
e Principe

La catalase est une enzyme produite en abondance par les bactéries a métabolisme
respiratoire aérobie stricte et aéro-anaérobie facultatif. Elle peut decomposer le peroxyde

d'’hydrogéne (eau oxygénée) (Ferron, 1990 ; Delarras, 2014)
e Technique

Sur une lame propre et séche, déposer une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes puis a I’aide
d’une pipette Pasteur boutonnée stérile ou une anse du platine stérile, ajouter I’inoculum

bactérien (dans la zone d'asepsie) et observer immédiatement (Ferron, 1990).
° Lecture

- Catalase positive : Apparition de bulles d'oxygene ; L'H2O> est donc décomposée en

H.0O et 1/2 O> et la bactérie posséde une catalase.

- Catalase négative : Pas d'apparition de bulles d'oxygene ; L'H20, n'est pas donc
dégradé et la bactérie ne posséde pas de catalase (Ferron, 1990).

11.1.1.3. Recherche de I’oxydase
e Principe

La cytochrome oxydase ou oxydase est une enzyme de la chaine respiratoire bactérienne qui
catalyse des réactions d'oxydation. En présence d'oxygene ambiant, cette enzyme peut oxyder
un substrat incolore en un produit coloré. La recherche de I'oxydase est un test fondamental
pour l'identification des bacilles a Gram négatif. Les substrats (qui constituent le "réactif
oxydase") peuvent étre I'oxalate de N-tétraméthyl. paraphényléne diamine (en préférence) ou
I'oxalate de N-diméthyl paraphényléne diamine (moins sensible) Sur le marché ils sont
présentes en plusieurs formes (poudre, prét a I’emploi en flacon compte goutte, disque
imprégné de réactif stabilisé) (Ferron, 1990).
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e Technique :

= Déposer le disque (OX) sur une lame propre (préalablement flambée)
= Humidifier le disque avec I’eau distillée stérile
= A I’aide d’une pipette Pasteur stérile, écraser la colonie sur le disque (OX).

e Lecture:

L’apparition d’une coloration violette ou brun noir au disque; signifie que la bactérie en

question posséde une cytochrome oxydase (Carbonelle et al., 1987).
11.1.1.4. Mise en évidence de pigments spécifiques
e Principe

La détermination de la nature du pigment a été réalisée sur les deux milieux King A et King B

qui sont contenus dans des tubes inclinés.
e Technique
= A I’aide d’une anse de platine stérile prélever une colonie d’une culture pure et jeune

= Ensemencer les deux milieux de King A et King B par des stries longitudinales sur la

pente des tubes.
= Incuber de préférence a 30°C pendant 24h (Ashdown, 1997).

e |ecture

- Milieu King B

La gélose King B favorise la production de fluorescéine (ou pyoverdine), pigment
jaune vert fluorescent sous lumiére ultra-violette, par certains Pseudomonas. Le
phosphate dipotassique augmente la concentration en phosphore apporté par la
peptone et stimule ainsi la production de fluorescéine, tout en inhibant la production
de pyocyanine. Le sulfate de magnésium apporte les cations nécessaires a la
production de pyoverdine (Prescott et al., 2003) ce qui permet d’orienter

I’identification de P. aeruginosa.
- Milieu King A

La gélose King A permet la détection de la synthese de pyocyanine, pigment élaboré

specifiquement par P. aeruginosa (bacille pyocyanique).

La production de pyocyanine se manifeste en colorant le milieu de culture en bleu. Si
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les deux pigments pyocyanine et pyoverdine sont synthétisés en méme temps, le

milieu se colore en vert.

En cas de doute, il suffit de verser 0,5 ml de chloroforme et de le laisser pendant
quelques minutes au contact de la gélose en position inclinée. La pyocyanine est tres
soluble dans le chloroforme ; colore celui-ci en bleu (virage au rouge en ajoutant
quelques gouttes d'un acide fort). Le milieu n'a pas besoin d'étre examiné au-dela du

quatrieme jour de culture (Prescott et al., 2003).

e Technique:
= Ensemencer la pente du tube King A par strie centrale.
= Incuber a 30°C pendant 1 a 4 jours.

e Lecture:

La coloration du milieu en bleu vert traduit la présence d’un pigment. La pyocyanine est mise

en évidence par I’addition de 1 ml de chloroforme sur la pente du tube.

La coloration du chloroforme en bleu signifie la présence de pyocyanine (Carbonelle et al.,

1987).
11.1.2. Identification biochimique par la galerie APl 20NE

L’identification par la galerie Api2ONE a été réalisee selon les recommandations de
biomérieux (2003); en se reéférant au tableau de lecture (Tableau 05; Annexe 2) et a un

tableau d’identification du catalogue analytique (Tableau 06; Annexe 2).

11.2. Purification

Les colonies lactose négatives, présentant des bactéries Gram négatives pourvues de
catalase et oxydase avec présence de pigmentation et odeur caractéristique, seront
repiquées jusqu'a I’obtention d’une culture pure (le méme aspect des colonies sur une

seule boite de Pétri).

11.3. Conservation

Cette opération est nécessaire pour le maintien de la viabilité des souches purifiées. Elle
consiste a conserver les souches pures jusqu’au moment de leur utilisation. Les

techniques utilisées sont la conservation sur gélose et la congélation.
11.3.1. Conservation au froid

= Ensemencer chaque souche dans un tube de milieu de conservation.
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= Incuber a 37°C pendant 18 h.
= Recouvrir les tubes avec du papier aluminium.

= Stocker au réfrigérateur a 4°C a 6°C.
11.3.2. Conservation par congélation

= Cultiver les souches dans le bouillon nutritif & 37°C pendant 24 h afin d’obtenir
des cultures denses.

=  Ajouter & chaque culture le glycérol stérile de telle sorte que sa concentration
finale dans le mélange atteint 50% (Nicolas et al., 1984).

= Conserver les souches a -30°C dans des tubes Eppendorfs a raison de trois

tubes pour chaque souche.
11.4. Etude de I’antibiorésistance

L’étude de I’antibiorésistance a été établie par la réalisation de [I’antibiogramme, la
détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI), la détermination des
concentrations minimales bactéricides (CMB), la recherche des BLSE et la réalisation d’un

antiseptogramme.

Afin de collecter des souches résistantes ; la premiére partie de cette étude a été réalisé entre
février 2011 et décembre 2013. Elle a visé le suivie de I’évolution de la résistance aux
antibacteériens les plus utilisés en medecine humaine en Algérie. Sur 455 souches collectees,

on a testé 356 souches, les 99 souches restantes ont été perdues suites a des repiquages.

Entre janvier 2014 et décembre 2016, on a collecté que 80 souches a partir de I’hépital d’El

Hadjar d’Annaba et ceux cités précédemment de la Willaya de Souk Ahras.

En 2014 on a réussi a tester que 17 souches caractérisées comme souches resistantes. En
2016, 17 souches isolées au niveau de I’hopital d’lIbn Roche de la Willaya de Souk Ahras ont

été collectées.

On a aussi déterminé la sensibilité des souches isolées aux antiseptiques fréequemment utilisés
pour la désinfection de la peau. Le désinfectant majoritairement utilisé dans les établissements
de santé est I’eau chlorée. De méme le chlore entre dans la composition de nombreux produits
de type antiseptique (Dakin...). De ce fait, on a essayé de déterminer les concentrations

inhibitrices de ce désinfectant.

Les souches montrant une résistance font I’objet d’une détermination des CMI, CMB et de

I’effet post antibiotique vis a vis de I’imipenéme et I’amikacine.
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11.4.1. Antibiogramme
e Principe

Un antibiogramme permet de tester sur milieu de culture, I’action de molécules antibiotiques
sur une souche bactérienne. Il donnera donc des indications sur I’efficacité in vitro de ces
antibiotiques. Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode de diffusion sur milieu gélose
(technique des disques), la culture bactérienne est ensemencée a la surface de la gélose de
Mueller-Hinton. Des disques pré-imprégnés d’une dose connue d’antibiotique sont déposés a
la surface de la gélose. L’antibiotique diffuse a partir du disque en créant un gradient de
concentration. La détermination du diamétre de la zone d’inhibition permet une estimation de
la concentration minimale inhibitrice. Les caractéres de sensibilité ou de résistance de la

souche bactérienne en seront déduits (Guerin-Faublee et al., 1999).

Il faut souligner qu’entre Janvier 2011 et Décembre 2014, le profil de résistance des souches
isolées vis-a-vis les antibiotiques (Tableau 07, Annexe3) a été déterminé par la méthode de
diffusion sur milieu géloseé ; selon les recommandations du comité de I’antibiogramme de la
société francaise de microbiologie (CA. SFM, 2013). Par contre en 2016 il a été déterminé par
VITEK 2™ compacte 15.

11.4.2. Recherche de pouvoir inhibiteur des antiseptiques
e Principe

Cette recherche vise a déterminer la sensibilité des souches isolées aux antiseptiques

fréqguemment utilisés pour la désinfection de la peau.

Trois antiseptiques (alcool chirurgical a 70°, alcool iodée a 10% et eau oxygeénée a 10
volume) ont été testés dans cette étude. La méthode utilisée est appliquée par analogie a la
méthode d’antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé recommandée par le CA-
SFM (2013).

e Technique

* Milieu : Geélose Mueller Hinton (MH), coulée en boites de Pétri sur une épaisseur de 4mm.

Les géloses sont séchées avant I’emploi.
* Inoculum

= A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de

platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
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= Bien décharger I’anse dans 5 a 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

= Bien homogeénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Farland ou a une D.O de 0,08 &4 0,10 lue a 625 nm. Puis diluer au 1/10.

= L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de

I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.
= L’ensemencement doit se faire dans les 15mn qui suivent la préparation de I’inoculum.
* Ensemencement

= Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. L’essorer en le pressant
fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au

maximum.

= Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries

serrées.

= Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon

sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I’écouvillon a

chaque fois.
* Application des disques imbibés d’antiseptiques

= A I’aide de pinces bactériologique stériles; appliquer les disques imbibés
d’antiseptiques (commercialisé) a la surface de la gélose, et presser chacun d’entre eux

pour s’assurer de son application.
= Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé.
e Incubation
Incuber 18 heures a 37°C.
e |ecture

Mesurer avec précision, les diametres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse

métallique, a I’extérieur de la boite fermeée (Rahal et al., 2008).
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11.4.3. Détermination des concentrations inhibitrices de I’eau chlorée

Les concentrations inhibitrices de I’eau chlorée ont été déterminées par analogie a la méthode
de détermination des CMI et CMB recommandée par CA-SFM (2013).

e Technique

= A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de

platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
= Bien décharger I’anse dans 5 a 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

= Bien homogeénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Farland ou & une D.O de 0,08 a 0,10 lue & 625 nm.

= Préparer une série de différentes concentrations d’une eau chlorée a 13° dans un
bouillon nutritif dans des tubes a essai a raison de 9ml par tube pour chaque souche.

Les concentrations testées varient de 0.125-2%
= Ensemencer chaque tube par 1ml de la suspension bactérienne.
e Incubation
- incuber 18a 24 heures a 37°C.
e |ecture
-les tubes présentant un trouble = concentration n’est pas inhibitrice.
-les tubes ne présentant pas un trouble = concentration inhibitrice.

Pour confirmer I’inhibition est bactériostatique ou bactéricide, nous avons réensemencé les
tubes négatifs sur gélose Muller Hinton, en boite, par strié longitudinale a raison de quatre

striés au maximum par boite.
11.4.4. Détermination des concentrations inhibitrices des antibiotiques

Les principaux parameétres utilisés in vitro pour quantifier I’activité antibactérienne d’un
antibiotiqgue sont la concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale
bactéricide (Belmiloudi, 2012).

11.4.4.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices
* Principe

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus petite concentration d’antibiotique qui

Evaluation de la résistance et de Ueffet post antibiotique des béta-lactamines et des aminosides vis a vis des

souches pathologiques de Pseudomonas aeruginosa

31




Matériels et méthodes

inhibe toute culture visible d’une souche bactérienne (Archambaud, 2009), a partir d’un
inoculum standard (Li et al., 2001; Courvalin et Leclercq, 2006), aprés 18 heures
d’incubation a 37°C. Cette valeur caractérise I’effet bactériostatique d’un antibiotique
(Archambaud, 2009).

Les CMI permettent de classer la sensibilité de la bactérie en catégories thérapeutiques
définies par le Comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
(CASFM): sensible, intermédiaire, ou résistant CA-SFM (2013). L’étude des CMI est a la
base de [I’antibiogramme. Elle est effectuee en routine de laboratoire pour tester les
antibiotiques actifs sur la souche isolée. Ces parametres sont de bons prédicteurs de la
puissance de I’interaction antibiotique-bactérie ((Stratton et al., 1982 ; Gengo et al., 1984 ;
DiPiro et al., 1996 ; Aeschlimann et Rybak, 1998)

La détermination de la CMI a été réalisée selon la méthode de macrodilution préconisée par
CA-SFM (CA-SFM, 2013).

e Technique

= On repartit dans une série de tubes stériles un volume constant de bouillon MH, qu’on
ensemence avec un inoculum fixe de bactéries, environ 10’ UFC (unité formant

colonie).

= Ajouter a ces tubes des quantités croissantes de I’antibiotique a étudier. Ces quantités

qui déterminent les concentrations sont variables selon les souches et les antibiotiques.
= Un tube témoin est laissé sans antibiotique.

= Apres 18-24 heures d’incubation a 37°C, les tubes sont soigneusement examinés.

e Lecture
- Le tube témoin sans antibiotique est uniformément trouble.
- Le premier tube de la série demeuré limpide indique précisément la CMI.
11.4.4.2. Détermination de la concentration Minimale Bacteéricide
o Principe

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la faible concentration d’antibiotique

capable de tuer les bactéries apres 18-24h d’incubation dans un milieu de croissance
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spécifique en laissant un pourcentage de bactéries survivantes < 0,01% de I’inoculum de
départ. La CMB est une valeur indicative de I’activité bactéricide de I’antibiotique (Li et al.,
2001 ; Courvalin et Leclercq, 2006). Ainsi, un antibiotique sera considéré comme
bactéricide lorsque la CMB est au moins égale a 4 fois la CMI; au dessous il sera considéré
comme bactériostatique. Les antibiotiques bactéricides seront donc préférés en cas d’infection
grave, d’inoculum important ou chez le patient immunodéprimé (Courvalin et Leclercq,
2006).

* Technique

La CMB est déterminée aprés une recherche de CMI en milieu liquide. La technique consiste
a ensemencer sur un milieu gélosé dépourvu d’antibiotique, une quantité définie de tous les
tubes ne présentant pas de croissance visible et a dénombrer les bactéries survivantes. Ce
nombre est comparé au nombre de bactéries initialement présentes dans I’inoculum (Bedos,
1999).

o Lecture

La CMB de I’ATB est déduite a partir de la premiére boite dépourvue de bactérie. Chaque

expérience est réalisée trois fois.

Le rapport CMB/CMI permet de caractériser le type d’activité d’un antibiotique donné
(Denis et al., 2008)

» Le rapport CMB/CMI permet de classer les antibiotiques suivant leurs caracteres
comme bactéricides (rapport proche de 1).

» bactériostatiques (rapport supérieur a 4).

» si CMB > 10 CMl, on le considere peu efficace (Williams et Ryan., 1998).
Selon Denis et al., (2008), le rapport CMB/CMI permet de caractériser le type d’activité
d’un antibiotique donné comme suit :

» - CMB/CMI <4 : antibiotique bactéricide

» - CMBJ/CMI 4 a 16 : antibiotique bactériostatique

» - CMB/CMI > 16 : bactérie dite tolérante a I’antibiotique (Denis et al., 2008).

11.5. Identification et Antibiogramme réalisés par I’Automate VITEK 2™ Compacte 15

VITEK 2 est un systéeme automatise composé d’instruments, d’un logiciel et de cartes
destinees a I’identification et I’antibiogramme de bactéries et de levures. Le VITEK 2 utilise
la croissance basée sur des profils biochimiques pour déterminer I’identification. 1l détermine
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un résultat de concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la plupart des combinaisons
germe/antibiotique ainsi qu’une catégorie clinique (S, |1 ou R) en accord avec les criteres
d’acceptation. Chaque antibiotique est validé par I’autorité réglementaire appropriée pour étre

testé sur un panel de germe (Eynard, 2013).
» Préparation et standardisation de I’inoculum (Figure 04)

-Transférer 3ml de solution saline stérile aqueuse (a I’aide d’une dispensette) concentrée a
0,45 - 0,50 % de NaCl et de pH 4,5 a 7 dans le tube 1.

A partir d’une culture pure de 24h sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une pipette Pasteur
guelques colonies bien isolées et parfaitement identiques et les mettre en suspension

homogene dans la solution saline.
Bien mélanger la suspension a I’aide d’un agitateur;

Contréler la densité optique de la suspension mére avec le DensiChek Plus (Inoculum de 0,5 a
0,63 Mac Farland pour les bactéries Gram négatifs et Gram positifs) (Biomerieux, 2011 ;
Ferrant, 2013).

dispensette Raclement des colonies | DensiChek Plus

Figure 04: Préparation et standardisation de I’inoculum pour I’Automate VITEK 2™
(Clichée par Khacha, 2016).

» En augmentant sa concentration par ajout de NaCl.
» En insistant sur I’écrasement a I’écouvillon des colonies au fond du tube suivi

d’une agitation (Biomerieux, 2011 ; Ferrant, 2013).

Prendre une carte identification et la placer sur la cassette en plongeant la paille de transfert

dans le tube 1 contenant la suspension mere (Figure 05)
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Figure 05: Placement des cartes d’identification sur la cassette de I’ Automate VITEK 2™
(Clichée par Khacha, 2016)

A : carte d’identification. B : la paille de transfert plongeant dans le tube 1.

» Préparation de la suspension pour I’antibiogramme

= -Transfeérer 3ml de la solution saline dans le tube 2.

= -En utilisant les micropipettes manuelles fournies avec le systéme, transférer de la
suspension mere du tube 1 vers le tube 2.

= Pour les Gram négatifs : 145ul du tube 1 vers le tube 2 avec la micropipette manuelle
rouge.

= Remarque : Pour les Gram positifs: 280ul du tube 1 vers le tube 2 avec la
micropipette manuelle bleue.

= Prendre une carte d’antibiogramme et la placer sur la cassette en plongeant la paille de
transfert dans le tube 2 contenant la suspension mére diluée.

Refaire les étapes suscitées pour les autres échantillons avant de charger la cassette dans le
Vitek 2 Compacte

» Chargement de la cassette pour inoculation.

Charger la cassette dans I’instrument (chambre d’inoculation) puis fermer la porte. A ce
moment appuyer sur le « Lancer remplissage» (Figure 06), le remplissage automatique des
cartes est réalisé grace a un systeme de vide qui force la suspension bactérienne migrer depuis
le tube de transfert jusqu’aux microcapillaires, ce qui permet de remplir tous les puits
réactionnels de la carte (Biomerieux, 2011 ; Ferrant, 2013).
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Rerpliss: Inactis

Figure 06: Lancement de remplissage de I’Automate VITEK 2™ (Clichée par
Khacha, 2016).

A la fin du remplissage, un voyant lumineux (Fléche bleue clignotante) indique au bout de 70
secondes que le cycle de remplissage est terminé.
» Chargement de la cassette dans le lecteur/incubateur
= Retirer la cassette de la chambre d’inoculation puis ouvrir la porte du lecteur/
incubateur.
= Placer la cassette a I’intérieur (sans pousser et dans un delai maximum de 10
minutes) puis refermer la porte
= Si la réconciliation est correcte, I’instrument émet un son « happy Song ».
= A la fin du chargement, un voyant lumineux (Fléche bleue clignotante) indique
que le chargement des cartes est terminé
= Le tube de transfert est ensuite sectionné et les cartes sont scellées avant d’étre
incubées a 37°C
= Ouvrir la porte du lecteur/Incubateur, retirer la cassette vidée de ses cartes et
refermer aussitét la porte.
= L’instrument lit les codes a barres des cartes et envoie automatiquement les

informations au logiciel.

Remarque : On peut se renseigner dans la station de travail (PC) sur les informations des

patients et sur les prélevements (Woldanski, 2010).

-A la fin de I’analyse, les cartes usagées sont éjectées automatiquement dans le collecteur de

déchets intégré ; vider régulierement ce collecteur (Shayne, 2009).

e | ecture

Le résultat d’identification est disponible au bout de 18 heures. On peut alors se renseigner

dans I’ordinateur des caractéres des tests autonomes afin d’aboutir au rapport de laboratoire
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(Shayne, 2009 ; Biomerieux, 2011).
11.6. Recherche de la Béta-lactamase a spectre élargi (BLSE)
11.6.1. Définition d’une BLSE

Les Béta-lactamases a spectre élargi ou étendu désignent des enzymes «Béta -lactamases»
produites par les entérobactéries. Elle entrainant une diminution de [I’activité des
céphalosporines de 3iéme génération (cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime) et aux
monobactam (aztreonam), mais n’ont aucune activité vis-a-vis des céphamycines (cefoxitine,

moxalactam) ni des carbapenémes (imipeneme).
On recherchera une BLSE devant un diametre inférieur aux valeurs suivantes :

cefotaxime (CTX < 27mm), ceftazidime (CAZ <22mm), ceftriaxone (CRO < 25mm) et

aztréonam (ATM < 27 mm).
11.6.2. Méthodes de détection de la BLSE

Dans notre étude, la recherche de la Béta-lactamase a spectre élargi se fait dans les conditions
standards de I’antibiogramme selon les recommandations de CA-SFM (2013).

> Test de synergie :
e Principe:

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Ambler) sont inhibées par les inhibiteurs de
Béta-lactamases (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam). La détection de cette enzyme
est plus difficile chez P. aeruginosa en raison d’association avec d’autres mécanismes de

résistance tels : hyperproduction de céphalosporinase.

* Technique:

La recherche de la Béta-lactamase a spectre élargi se fait dans les conditions standards de
I’antibiogramme en déposant un disque de ticarcilline + acide clavulanique (TCC 75/10pg) a
30mm (centre a centre) d’un disque de céphalosporine de 3éme géneération ceftazidime (CAZ
30pg) et aztréonam (ATM 30pg), puis incuber 18 H a 37 °C.
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* Lecture

Le test est positif s’il y a apparition d’une image de synergie ou bouchon de champagne entre

les disques :

Ticarcilline+ acide clavulanique et la céftazidime

Ticarcilline +acide clavulanique et I’aztréonam.

S’il y a absence de synergie, on peut rechercher la BLSE par le rapprochement des disques
TCC et CAZ (15mm et 20mm centre a centre) au lieu de 30mm (Rahal et al., 2008).

11.7. Recherche de I’effet post antibiotique

L’effet post antibiotique (EPA) s’agit du maintien de la suppression de la croissance
bactérienne pendant un temps plus ou moins prolongeé, aprés le retrait complet de
I’antibiotique (Eagle et Musselman 1994). Il est maintenant bien établi et caractérisé au point
d’étre pris en compte systématiquement lors de I’évaluation pré-clinique de la plupart des
nouveaux antibiotiques et d’étre mesuré par des méthodes automatique dans des laboratoires

de microbiologie médicale (Jason et al.,1994).

L'EPA est définie comme la différence entre le temps exigé par la culture étudiée et le temps
exigé par la culture témoin pour une croissance de 1log aprés inactivation de l'antibiotique
(Bustamante al., 1984). Il est variable avec le germe, l'antibiotique, sa concentration et la
durée d'exposition. De ce fait il traduit la rémanence de I’action antibiotique et il est
typiquement observé pour les antibiotiques ayant une action irréversible ou lentement

réversible sur les syntheses bactériennes.
e Technique:

= Une quantité d'antibiotique correspondant a la CMI, 10CMI et CMB est ajoutée a
10ml de culture bactérienne en phase logarithmique contenant 10" UFC/ml.

= Apres un premier dénombrement vérifiant la densité de I'inoculum de départ, Les

tubes sont placés dans un bain-marie a agitation de va et vient.

= A l'issue de cette mise en contact, I'activité antibiotique est éliminée, aprés une demie
heure, une heure et deux heures par dilution de 10° dans du bouillon de Mueller-

Hinton.

= Un témoin sans antibiotique est étudié de la méme facon.
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= Un témoin non inactivé est dilué dans les mémes conditions et additionné d'une

quantité d'antibiotique équivalente a celle demeurant apres la dilution.

= Des dénombrements sont immédiatement réalisés sur tous les tubes (Zucarelli et al.,
1998).

= Ces numération sont poursuivies toutes les heurs pendant 8-10 heurs.

= La courbe obtenue permet de suivre I'effet post antibiotique pendant le temps de mise
en contact avec l'antibiotique et la recroissance de population bactérienne apres

inactivation de I'antibiotique.
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Résultats

I11. Résultats
I11.1. Répartition des prélevements

Sur une peériode de 5 ans de Janvier 2011 jusqu’a Décembre 2016, on pu collecter 535
souches de différents produits pathologiques (urines, liquides pleuraux, pus d’oreille,
prélevements vaginaux, sondes, lésions chirurgicales....). Différents laboratoires de
microbiologie (privés, étatiques) des willaya Annaba, Ghelma, Souk Ahras et Tebbessa ont
accepté de nous aider a réaliser cette étude. Une fiche de renseignement a été preparée et
donnée au personnel afin de faciliter la surveillance de I’évolution de la résistance des
souches de Pseudomonas aeruginosa. Les renseignements fournis sont résumés dans les
tableaux : tableau 01, tableau 02, tableau 03, tableau 04 (Annexe 1)

111.1.1. Répartition des prélevements selon le sexe

Selon les données des fiches de renseignements (Tableau 01 ; Annexe 1) ; on a remarqué que
les prélevements sont répartis entre 48.22% femme et 46.54% homme. 3.55% sont signalés
comme adultes et 1.68% comme enfants sans préciser le sexe (Figure 07). Ces résultats
montrent une différence de 1.68% des femmes par rapport aux hommes ; donc un sexe ratio
de 1.03.

mhomme mfemme
adulte m enfant

Figure 07: Répartition des prélevements selon le sexe

111.1.2. Répartition des prélevements selon I’age

Les renseignements consignés dans le Tableau 02 (Annexe 1), montent que les souches
collectées proviennent des patients de différentes tranches d’age (Figure 08) de 2mois jusqu’a
72 ans. Les effectifs les plus faibles sont observés chez les personnes dont les tranches d’ages

varient entre 70-79 ans et ceux entre 16-19 ans
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Figure 08: Répartition des prélévement selon I'age

111.1.3. Répartition des prélevements selon I’origine pathologique

La Figure (09) montre que 64.49% des souches collectés dans cette étude proviennent des
urines, 14.01% de pus dont 13.33% provenant des oreilles et les restants (86.66%) sont
signalé comme pus sans signaler I’origine. 1.87% des souches ont été isolées des lésions
chirurgicales sans préciser si elles sont infectées ou non ; présentant du pus ou non. Cette
figure montre aussi que 2.05% des souches ont une origine pleurale, 1.12% des plaies, 0.74%
des préléevements vaginaux et 0.37% des sonde gastriques. En revanche 15.32% des

prélevements sont d’origine inconnue.
111.1.4. Répartition des prélevements selon les services

L’analyse des données de la figure 10, montre que 70.09% des prélévements ne sont pas
attribués a un service particulier. Ceux qui sont mentionné de quel service sont issus,
montrent que le service de pneumologie présente une prévalence de 6.54%, le service de
I’ORL 4.11% la pédiatrie 3.92%, consultation externe 3.36%, urologie 2.80% et celui de la
médecine interne 2.80%. La réanimation 1.86% et en derniere position I’infectieux avec un

pourcentage de 0.93%.
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Figure 09: Répartition des prélévements selon I'origine pathologique
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figure 10: Répartition des prélévement selon les services

111.2. Résultats de I’identification

Les souches étudiées, proviennent de différents prélevements pathologiques, ont permis de

caractériser différents aspects des colonies sur le méme milieu de culture (Tableau 08,

Tableau 09).

La totalité des souches testées a produit les deux types de pigments (poyocyanine et
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pyoverdine). Cependant, apres un certain nombre de repiquages, on a constaté que quelques
souches ont perdu cette caractéristique, tout en maintenant la production de I’odeur
caractéristique.

Les résultats de I’identification par la galerie biochimique Api 20NE montrent des profils
d’assimilation variables des substrats (Tableau 10).

Tableau 08 : Aspects des colonies de quelques souches isolées sur différents milieux.

Souches de P. aeruginosa Aspect des colonies

*Couleur : mauve
*Taille : Grande (3.5mm)
S5012 *contour : régulier
*Centre : opaque, petit
*Milieu : Cétrimide

Couleur : verte

S5412 Taille : Grande (1.5mm),
large

contour : régulier
Milieu : Cétrimide

Couleur : verte

S5113 Taille : Grande (2mm),
bombé, muqueuse

*contour : régulier
*Transparente
Milieu : Gélose nutritive

Couleur : verte
Taille : grande (1.5 a 2mm)
S5611 Contour : irréguliere

Centre : bombé, opaque
Milieu Héktoén
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Tableau 09 : Aspects des colonies de quelques souches testées sur gélose nutritive.

Souches de P. Aspect des colonies sur gélose

aeruginosa nutritive Photos

Colonies de taille moyenne (0.5-

Imm de diametre),opaque avec
S3s14 L
contour régulier le plus souvent

de forme ovoide .

Colonies blanchétres trés petites

de forme ronde et réguliére (0.1-

S3o14 L .
0.5mm de diamétre), translucide

colonies rond de taille moyenne

(0.5-1 mm), verdatres, opaques
S40214 o
avec contour régulier.

-des colonies vert fluorescente

de grande taille (1-2mm).
Sag216

Colonies vertes de grande de
taille (1.5mm), large, avec

Ssa16 contour régulier.

Colonies larges, de grande taille
(1.5-2mm), rondes avec contour

Ss516 régulier.
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Tableau 10: Résultats de détermination des profils d’assimilation de quelques substrats
(galerie Api20NE) par quelques souches.

Témoin

S1135

S121

S113

S1239

S1355

S11105

S1324
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111.3. Résultats de I’antibiorésistance

Le profil de sensibilité des souches isolées vis-a-vis des antibiotiques (Annexe 3) a été

déterminé par la méthode de diffusion sur milieu gélose.
111.3.1. Evolution de la résistance aux béta-lactamines

En 2011 on a pu déterminer le profil de la sensibilité aux béta-lactamines de 70 souches
(Tableaull ; Annexe 4). La figure 11 montre qu‘elles présentent une sensibilité importante a
ces antibiotiques, a I’exception de AMC, ou les souches sensibles ne présentent que 11% de la
totalité des souches testées. La résistance de ces souches est de 24%, 20%, 11%, 4%, 2% pur
le CAZ, TIC, ATM, PRL, IPM respectivement

100 -
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40 - =R
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20 -
10 -

0 © Antibiotique

%

Figure 11: Profils de sensibilité des souches testées vis a vis des Béta-
lactamines (2011)

En 2012, 106 ont été testées. Les résultats obtenus (Figure 12, Tableaul2; Annexe 4)
montrent une trés faibles différence est observé entre les profils de sensibilité de ces souches
et celles collectées en 2011, avec une légere augmentation de 1% a IPM et 2% a AMC. En
revanche le taux des souches résistantes aux CAZ, TIC, ATM, PRL a marqué une légere
diminution variée entre 1-2%. Le taux des souches ayant une résistance intermédiaire vis-a-

vis ATM a montré une augmentation de 3% par rapport a celles collectées en 2011.
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La figure 13 (Tableau 13 ; Annexe 4) présente le profil de sensibilité de 180 souches de P.
aeruginosa testées en 2013. Elle montre d’une part une sensibilité importante aux béta
lactamines testées, a I’exception de I’AMC qui s’avére efficace sur 9% seulement de la
totalité des souches testées. D’autre part, des proportions presque égales entre les taux des

souches de de catégorie “R* et celles de catégorie “I* pour ATM
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En 2016, les résultats de I’antibiogramme des 17 souches testées (Figure 14, Tableau 14 ;
Annexe 4) montre une résistantes de 100% pour AMC, TIM, et de 94% pour CTX.
Cependant les taux de résistance pour CAZ, TIC, IPM sont de 6%, 25%, 17% respectivement.

X

)
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Figure 14: Profils de sensibilité des souches testées vis a vis des
Béta-lactamines (2016)

111.3.2. Evolution de la résistance aux aminosides

Les résultats de I’antibiogramme des 70 souches testées en 2011 (Figure 15, Tableau 15;
Annexe 4) montrent que leur sensibilité vis-a-vis de K est inferieurs & 50%, contrairement a la
TOB et CN qui est de 91% et 94% respectivement. Elle est encor plus importante vis-a-vis

AN ou la totalité des souches est sensible (100%).

Les résultats de I’antibiogramme des 106 souches testées en 2012 (Figure 16, Tableau 16 ;
Annexe 4) montrent que seulement le un quart (¥2) des souches testées est sensibles au K,
avec un pourcentage égale a 27%, et que la sensibilité a la TOB, CN et AN est de 90%, 91%

et 100% respectivement.

L analyse de profils de sensibilité des 180 souches testées en 2013 (Figure 17, Tableau 17 ;
Annexe 4) montre que, le taux des souches sensibles a la K est de 34%, a la TOB est 89% et a
la CN est de 81%, par contre, toutes les souches (100%) sont sensibles a AN.
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Les résultats de I’antibiogramme des 17 souches testées en 2016 (Figure 18, Tableau 14 ;
Annexe 4) montrent que la totalité des souches testées est sensible a AN (100%), alors que le

taux de sensibilité a la TOB et CN est de 88% pour chacun.

X
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Figure 18: Profils de sensibilité des souches testées
vis a vis des aminosides (2016)

Les résultats de I’antibiogramme des 356 souches testées entre 2011 et 2013 montrent qu’elles
ont des profils de sensibilité variables (Figure 19, Planche 01). Leur sensibilité aux béta-
lactamines est estimée a 67% (Figure 20), 90% d’entre elles sont résistantes a
I’ Amoxicilline+acide clavulanique (AMC). En revanche, les taux de résistance a la
ceftazidime (CAZ), I’Aztreoname (ATM) est inferieurs a 30%. Le plus faible taux de
résistance est observé pour le pipéracilline et I'imipenéme avec un taux de 3.3%. En
générale, nous notons que la résistance de nos souches aux B-lactamines est faible avec un
taux de 33%(R+I) (Figure 20). Elle est encore plus faible vis a vis les aminosides (18%) avec
des profils variables (Figure 21), seulement 13.3% des souches testées sont résistantes a la
gentamicine (CN) et 10% a la tobramycine (TOB). L’Amikacine (AN) a revelé une efficacité

absolue sur toutes les souches.

La comparaison des taux de souches resistantes aux bétalactamines, entre 2011, 2012 et 2013
montre une augmentation de la résistance au ceftazidime avec une différence de 17.6%. Alors
qu’on n’a pas observé une variation de la résistance a I’imipenéme qui a présenté le plus

faible taux de résistance (3.3%).
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Photo de I’antibiogramme de la | Photo de I’antibiogramme de la | Photo de I’antibiogramme de la
souche S16513 souche S14113 souche S13613

En 2014, 17 souches résistantes ont été trouvées. Leurs profils de sensibilité (tableaul8 ;
Annexe 4) montrent la présence de deux souches résistantes & AN. Ces derniéres sont

proviennes de I’hépital d’Ibn roche de Souk Ahras.

En 2016, 17souches ont été testées (Tableaul4d ; Annexe 4), leurs comportements a I’égard

des béta-lactamines montrent la présence de 7 souche avec haut niveau de résistance aux
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béta-lactamine ; ce qui présente un pourcentage de 41.17% de la totalité des souches testées et
qui présentent I’ensemble des souches isolées dans cet hopital.

111.3.3. Résultats de I’Antiseptogramme

Les résultats de I’antiseptogramme (Planche 02) ont montré des zones d’inhibition de 25mm
jusgu'a 45mm pour I’eau oxygénée a 10 volume, entre 7 a 20mm pour I’alcool iodé a 10 % et
seulement de 6 a15mm pour I’alcool chirurgical a 70°.

Les résultats de la recherche des concentrations inhibitrices de I’eau chlorée (eau de Javel a
13°Chl) montrent que les souches testées peuvent tolérer des concentrations allant jusqu’a
0.5%. Les concentrations de 0.125, 0.25 n’ont montré aucun effet sur les souches testées. 20%
de ces dernieres ont été inhibées par une concentration de 0.5% du désinfectant testé, mais
seulement par un effet bactériostatique ; car les boites ensemencées a partir des tubes négatifs

(absence de trouble) ont présenté une culture positive aprés 24h d’incubation.

A partir de la concentration de 1%, I’eau chlorée a montré une activité inhibitrice pour la
totalité des souches testées. (Figure 22, Planche 03) dont 13.3% d’entre elles restent viables et

présentent une croissance positive sur milieu solide apres 24heures d’incubation a 37°C.

Par ailleurs 6.6% des souches testées ont supporté la concentration de 2% et ont présenté une
croissance sur milieu solide apres 24heures d’incubation (Figure 23, Planche 03). Donc cette
concentration est bactéricide pour 93% des souches testées.

Evaluation de la résistance et de Ueffet post antibiotique des béta-lactamines et des aminosides vis a vis des
souches pathologiques de Pseudomonas aeruginosa

53




Résultats

Alcool

Alcoo
Eau oxygéné

Photo de I’antiseptogramme de la Photo de I’antiseptogramme de la
souche S1513 souche S16513

Photo de I’antiseptogramme de la Photo de I’antiseptogramme de la
souche S14113 souche S13613

Photo de I’ antiseptogramme de la  Photo de I’ antiseptogramme de la
souche S13213 souche S13513

Planche 02: iueliues ihotos de I’antiseitoiramme de iueliues souches
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La comparaison des résultats de I’antibiogramme et ceux de I’antiseptogramme n’a pas

montré une corrélation entre la résistance aux antibiotiques testés (aminosides et
bétalactamines) et celle aux antiseptiques ou a I’eau chlorée. Car des souches totosensibles
aux antibiotiques ont montré une sensibilité égale a 1% a I’eau chlorée et sont inhibées par
I’alcool chirurgical a 70° et I’alcool iodé. De méme des souches résistantes aux antibiotiques
testées se sont révélées plus sensibles aux antiseptiques. En outre, quelques souches sensibles
aux antibiotiques ont montré une résistance méme aux antiseptiques les plus utilisés avec une

tolérance a des concentrations de I’ordre de 2% de I’eau chlorée a 13°.
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111.3.4. Phénotypes de résistance

Les phénotypes de résistance aux béta-lactamines (Tableau 20; Annexe 5) et aux aminosides
(Tableau 21 ; Annexe 5) des souches testées ont été determiné selon Faucher (1997).

Les résultats de I’antibiogramme des souches collectées a permis de caractériser difféerents
phénotypes de résistances aux béta-lactamines (Tableau 19). 269(70.78%) souches sensibles ;
de classe 1 Céphalosporinase naturelle (Case nature inductible), 13(3.42%) souches de
phénotype 2 ; ont un mécanisme de résistance Pénicillinase de haut niveau (Pase HN) et 10
(2.63%) de phénotype 3 ; uréidopénicillines (Uréido) ; avec un mécanisme d’imperméabilité.
Une souche (0.26%) de phénotype 5; Céphalosporinase de haut niveau (Case HN) et 5
(1.31%) souches de phénotype 7 ; Imipénémase.

Notre étude a également révélé que 81(21.31%) souches, ayant une résistance égale ou
supérieure a I’égard de la moitié des familles ou des sousfamilles des antibiotiques testees,
présentent un phénotype de résistance non déterminé selon le tableau de Fauchere (1997)
(Tableau 20; Annexe 5)

Tableau 19: Phénotypes de résistance des souches collectées de P. aeruginosa aux f-

lactamines
1 2 3 4 5 6 7 8
TIC S R R R R S R
PIP S R S R R S R
CAZ S S S S R S R
ATM S S R R R S R
IMP S S S S S R R
® @ e e 2
© = = = R =
< g o s 2 g S S
=5 © © prd © , 3
5 € £ E EE T Ega Z g
3 2 % 3 2 =2 S 2 3 8 3¢5 2 <
S o = g 1= L S E 20 E z
sensibilité  Carbox CAZ Uréido CAZ IPM Uréido /
Uréido ATM
Effectif 269 13 10 / 1 1 5 81
% (70.78) (3.42) (2.63) (0.26%) (0.26%) (1.31%) (21.31%)

Vis-a-vis les aminosides, on a pu determiner les phénotypes de 05 souches seulement. On a
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pu déterminer le phénotype de 05 souches seulement (Tableau 22). 2 présentent un profil qui
nous a orienté qu’elles peuvent posséder Aminosides acétyl transférase de type AAC(3)-111
ou Aminosides nucléotidyl transférase ANT(2'), 2 présentent un profil les attribuer un
phénotype Aminosides acétyl transférase AAC(3)-1V-V ou Aminosides acétyl transférase

AAC(6’)-11. Les autres souches présentant des phénotypes non déterminés

Tableau 22 : Phénotypes de résistance des souches collectées de P. aeruginosa aux

aminosides
CN TOB NET AN nombre  Cnenotypede
résistance
2011 R R / S 4 Non déterminée
2012 R R / S 7 Non déterminée
2013 R R / S 16 Non déterminée
AAC(3)-111/
R R S S 2
ANT(2")
AAC(3)-IV-V/
R R R S 2
AAC(67)-11
2014 R S S S 1 AAC(3)-1
R S R R 2
R S R S 1 . -
S R S S 1 Non déterminée
S S R S 1
2016 R R / S 2 Non déterminée

111.3.5. Résultats de la recherche des BLSE

Les BLSE ont été recherché chez les souches résistantes ou montrant une diminution de la
zone d’inhibition pour les béta-lactamines sur antibiogramme par diffusion sur milieux
gélosé. En effet parmi 111 souches, 57 souches sont productrices de ces enzymes par le test
de synergie chez une seule souche dont le profil de résistance est TIM®, TzP(S), TIC(S),
AMC®, K®, TOB(S ), IPM(S), AN (S), CN® , NET(S), DOR(S), CTX(S). Chez les autres souches la
présence de cette enzyme est mise en évidence par le test de confirmation par double disque.
Les profils de sensibilité des souches choisies pour la recherche des BLSE sont présentés dans

la figure 24.
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Figure 24: Profils de sensibilité des souches choisies pour la recherche des
BLSE

111.3.6. Résultats de détermination des concentrations inhibitrices

Les concentrations inhibitrices des antibiotiques testés ont été déterminées pour les souches
résistantes. N’ayant pas été ni repiquées ni conservées et en cas des résultats douteux ; avec de
valeurs éleves, on répéte I’expérience trois fois. Les antibiotiques choisis pour cette étude sont

I’imipenéme I’amikacine et la gentamycine ; qui sont des antibiotiques a usage hospitalier.
111.3.6.1. Résultats de détermination des concentrations inhibitrices des aminosides

En 2011, Les concentrations minimales inhibitrices et celles bactéricides de I’amikacine et la
gentamycine ont été determinées pour cing souches (Tableau 23 ; Annexe 6). Les résultats
consignés dans le Tableau 24, montrent que les CMI de I’AN sont comprises entre 0.195mg/I
et 5 mg/l ; avec une moyenne de X=2.35mg/l+ 1,75 mg/l. Ce qui signifie que ces souches sont
sensibles a cet aminoside. Les rapports CMB/CMI montrent qu’il est bactériostatique pour
deux souches, deux autres souches montrent une tolérance a cet antibiotique ; avec des
rapports CMB/CMI=32 et il n’est bactéricide que pour une seule souche ; dont la valeur de
CMI est relativement élevée par rapport aux autres souches testées ; donc c’est la souche la

plus résistante.

Les CMI de la gentamicine des souches testées en 2011 ; sont comprises entre 3.2 mg/l et
1024 mg/l ; avec une moyenne X=402,88+456,22 mg/l. Deux souches (S3511 et S5411) sont
inhibées a une concentration inferieure ou égale a 3.2mg/l. Les rapports CMB/CMI de ces
dernieres sont de I’ordre de 16. Donc la gentamycine montre un effet bactériostatique sur ces

deux souches qui s’averent sensibles a cet aminoside (Tableau23 ; Annexe 6).
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Les trois autres souches présentent des CMI de 256mg/l, 728 mg/l et 1024 mg/I. Pour les deux
derniéres, les valeurs des rapports CMB/CMI sont égales & 2. Ce qui montre un effet
bactéricide. Mais pour la premiére souche, il est égal a 8. Ce qui correspondant a un effet
bactériostatique. Cependant, les résultats de I’antibiogramme, par diffusion sur milieu gélose,

montrent que ces trois souches sont résistantes a cet antibiotique.

Tableau 24 : Concentrations inhibitrices de I’amikacine et de gentamycine des souches

isolées en 2011

AN CN
16>CMI>32 04>CMI>08

S

2 S I R S I R
o 2
£ 8 CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI
2 3
S4211 >5 25 10 >1024 2048 2
S5411 >25 80 32 >32  102.4 16
S3511 >1.56 3.12 02 >32 512 16
S15511 >5 80 16 >256 2048 8
S7911 >0.195 6.25 32 728 1456 02

Les résultats de la détermination des valeurs des CMI de I’AN (Tableau 25) pour les 13
souches choisies en 2012 (Tableau 26 ; Annexe 6); montrent qu’elles sont comprises entre
0.195mg/l et 32mg/l avec une moyenne de X=4.28mg/I+8,55mg/l. Les valeurs des rapports
CMB/CMI montrent que cet antibiotique a un effet bactéricide pour trois (3/13=0.23) souches
seulement. 4/13(0.30) des souches ont eté inhibées avec un effet bactériostatique. Les autres
souches testées durant cette année (6/13=0.46) tolerent cet antibiotique ; avec des rapports
CMB/CMI=32.

Les valeurs des CMI de CN sont comprises entre 3.2 mg/l et 1024 mg/l ; avec une moyenne
X= 246,51+ 449,96 mg/l. La moyenne des souches sensibles est X =3,22+0,50mg/l et celle
des souches résistantes est X =616,33+508,15mg/l. Les valeurs des rapports CMB/CMI
montrent que cet antibiotique est bactéricide pour quatre souches (4/13=0.30), alors qu’il est
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bactériostatique pour les autres. En outre, aucune souche n’a montré une tolérance a cet

antibiotique.

Tableau 25 : Concentrations inhibitrices de I’amikacine et de gentamycine des souches

isolées en 2012

s AN 16>CMI>32 CN  04>CMI>08

% % S I R S I R

2 8 CMI CMB CMB/CMI  CMI CMB CMB/CMI
S$3112 >0.195  6.25 32 1024 2048 2
$3212 >0.195  6.25 32 256 2048 8
$10312 >1.56  3.12 02 3.2 51.2 16
S$1412 >2 25 10 728 1456 2
S11412 ) 64 32 32 1024 16
$2512 >1.56  3.12 02 257 412 16
$10512 >32 576 16 2575 204 8
S$17512 >8 128 16 256  204.8 8
S24512 >2 64 32 4 64 16

S24512(2) > 64 32 8 128 16
$3612 >1.56  3.12 02 3.2 51.2 16
$13912 >0.195  6.25 32 1024 2048 2
$41012 >2.5 25 10 1024 2048 2

En 2013, les concentrations inhibitrices (CMI, CMB) de I’amikacine et de la gentamycine ont
été déterminées pour 21 souches. Les résultats du tableau 27, montre que les valeurs des CMI
de I’AN sont comprises entre 0.19mg/l et 32mg/l avec une moyenne de X=12.33mg/l. Les
valeurs des rapports CMB/CMI montrent qu’il est bactéricide que sur 5 (5/21=0.23) souches,
bactériostatique sur 9(9/21=0.42) et 7 (7/21= 0.33) se montrent tolérantes. Les résultats de

détermination des CMI montrent que neuf souches présentent une résistance intermeédiaire
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dont les valeurs sont comprises entre 16mg/l et 32mg/l. Ces souches sont caractérisées comme
sensibles a I’amikacine par la méthode des disques (Tableau 28 ; Annexe 6) ; nous notons
une faible diminution des zones d’inhibition mais les diameétres sont trés loin d’étre ceux de la

catégorie intermédiaire ou résistante.

Les résultats du tableau 27, montrent que les valeurs des CMI de CN sont comprises entre
2.5mg/l et1024mg/l, avec une moyenne X=239,66+376,37mg/l. La moyenne des CMI des
souches sensibles X=3,11+0,54mg/l et celle des souches résistantes (R+I)
X=317,77+410,84mgl/I.

Ces résultants montrent aussi que les souches S5113, S13513 et S14513 qui sont classées
dans la catégorie intermédiaire sur milieu gélosé, présentent des valeurs de CMI de 8mg/I,
8mg/l, 22mg/l successivement. Les rapports CMB/CMI montrent que cet antibiotique est
bactériostatique vis-a-vis ces souches. En outre, il n’est bactéricide que sur sept (7/21=0.33)

souches, alors qu’aucune souche ne montre une tolérance a son égard.

En 2014, sur un total de 17 souches résistantes, on a réussi a déterminer les concentrations
inhibitrices de 10 souches résistantes et une souche sensible (S114) (Tableau 18). Ces souches
présentent des diminutions des zones d’inhibition et/ou montrent une résistance ; au moins ; a
la moitié des antibiotiques testées (antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé). Les
résultats (Tableau 29), montrent que les concentrations minimales inhibitrices de I’amikacine

sont comprises entre 6.4mg/l et 128mg/I ; avec une moyenne X=34,66+39,04mg/I.

Les CMI des souches S1014, et S914 sont 128mg/l et 80mg/l successivement ; avec une
moyenne X=104+33,94. Les résultats de I’antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé
montrent qu’elles sont résistantes a cet antibiotique (Tableau 17 ; Annexe 3). Les rapports

CMB/CMI montrent que cet antibiotique est bactériostatique vis-a-vis des deux souches.

Les autres souches testées durant cette annees, et qui sont caractérisées comme étant des
souches sensibles par la méthode de diffusion sur milieu gélosé présentent des CMI comprises
entre 6.4mg/l et 32mg/l ; avec une moyenne X=17,32+10.7mg/l. Les valeurs des rapports
CMB/CMI montrent que cet antibiotique n’est bactéricide que pour les souches : S614, S1014
et S1214.

Les valeurs des rapports CMB/CMI montrent que quatre souches présentent des CMI

comprises entre 16mg/I et 20mg/I tolérent cet antibiotique (CMB/CMI=32).
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Tableau 27: Concentrations inhibitrices de I’amikacine et de gentamycine des souches

Souches

S4113
S5113
S14113
S30313
S1413
S1513
S30113
S13213
515213
S5313
S15313
S19313
S10413
S16413
S17413
S13513
S14513
S16513
S13613
S15613
S191013
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CMI
>2
>1.56
>12
>32
>2.5
>25
>0.195
>1.56
>20
>1.56
>1.56
>0.195
>25
>2.5
>20
>1.56
>25
>32
>0.195
>25
>5

AN
16>CMI>32
S

CMB

25
3.12
128
512
25
800
6.25
3.12
640
3.12
3.12
6.25
250
80
640
3.12
800
512
6.25
408
80

isolées en 2013

CMB/ CMI

12
02
10
16
10
5
52
02
32
02
02
32
10
52
32
02

32
16

52
16
16

souches pathologiques de Pseudomonas aeruginosa

CMI
102.4

628
256
102.4

1024
3.2
2.56
2.5
3.2
1024
1024
3.2

22

26
628
25.6
128

CN

04>CMI>08

S | R
CMB CMB/ CMI
204.8 2
128 16
1254

2048 8
204.8 2
128 16
204.8 2
51.2 16
41.8 16
40.6 16
51.2 16
2048 2
2048 2
102.4 16
o5 16
128 16
354 16
208 8
1254 2
204.8 8
1024 8
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Tableau 29: Concentrations inhibitrices de I’amikacine et de gentamycine des souches
isolées en 2014

AN CN
16>CMI>32 04>CMI>08
S I R S I R
CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/ CMI
S114 >2 6.4 3

Souches

S214 >32 256 8 >32 512 16
S314 >128 1024 8 >32 128 4
S414 25 125 5 160 1280 8
S514 20 640 52 >12.8 12.8 1
S614 >6.4 25.6 4 >12.8 51.2 4
S814 >12.8 1024 8 >32 512 16
S914 80 640 8 >32 128 4
S1014 20 80 4 >256 2048 8
S1114 16 il 32 >12.8 12.8 1
1214 >6.4 25.6 4 14 56 4

Le tableau 30, montre que les CMI de I’amikacine, des souches isolées en 2016, sont
comprises entre 2 mg/l et 8mg/l avec une moyenne de 2.94+1.6mg/l. Celles de la gentamycine
sont comprise entre 1 mg/l et 16 mg/l avec une moyenne X=2,82+4,96mg/l. Seulement 2
souches sont incluses dans la catégorie R (résistantes) avec des CMI>16mg/l. On a remarqué
aussi qu’elles ont des résistances variables aux antibiotiques testées, a I’exception de

I’amikacine ; qui montre une efficacité sur la totalité des souches isolées.

Les résultats de ce tableau nous ont permis de constater que les CMI de ces deux souches

(résistantes a la gentamicine) ; sont les plus élevées.

Les concentrations inhibitrices de sept souches ayant un haut niveau de résistance aux

bétalactamines ; ont été determinées par la méthode de macrodilution en milieu liquide.

Les résultats du tableau 31, montrent que le rapport CMB/CMI de NA est de 32 pour la
souche S6716, ce qui indique qu’elle tolére cet antibiotique dont I’effet est bactériostatique
sur les souches S26116, S3216 et S231116(2) ; avec une valeur de CMB/CMI= 16, alors qu’il
est bactéricide vis-a-vis les autres souches.
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Les valeurs des rapports CMB/CMI de la gentamicine montrent qu’il est bactériostatique que
vis-a-vis les souches S3216, S6716 et S231116(2), et bactéricide pour les autres souches.

Tableau 30: Concentrations inhibitrices des aminosides des souches isolées en 2016
(résultats du VITEK)

ouche CMI CMI de
d’amikacine gentamicine)
AN CN
22116 <2 =
26116 4 =
53216 4 =
S6416 <2 =
S6716 8 =16
513716 <2 =
516816 <2 =
S5916 =2 =1
541016 =2 =
5211016 4 =
$271016(1) 4 =
$271016(2) <2 e
$31116 <2 <1
$231116(1) =2 =
$231116(2) 4 =16
$31216 <2 =
5131216 <2 <1
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Tableau 31: Concentrations inhibitrices de I’amikacine et de gentamycine des souches
choisies en 2016

AN CN

. 16>CMI>32 04>CMI08

% s 1 R s | R

2 CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI
526116 4 64 16 1 4 4
53216 4 64 16 1 8 8
S6716 8 256 32 128 1024 8
541016 2 8 4 1 2 2
5211016 4 1 2 2
$271016(1) 4 4 1 1 2 2
$231116(2) 4 LA 256 2048 8

111.3.6.2. Résultats de détermination des concentrations inhibitrices des béta-lactamines

En 2011 on a pu déterminer les valeurs inhibitrices de 5 souches. Les résultats du tableau 32,
montrent que les valeurs des CMI de IMP varient entre 0.36mg/l et 11.5mg/l avec une
moyenne X=3.46+4,58mg/l. Une seule souche (S15511) a présenté une CMI de 11.5 mg/l, et
selon les résultats de tableau de I’antibiogramme (Tableau 23 ; Annexe 6) elle se révele
résistante a I’imipenéeme. La moyenne des autres souches ; qui sont caractérisées comme
sensibles selon les résultats de I’antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé ; est
X=1,45+1,04mg/l.

Par ailleurs, cet antibiotique a montré un effet bactéricide seulement vis-a-vis la souche
S15511 ; avec un rapport CMB/CMI=L1.

Nous notons aussi que la CMI de la souche S4211 est 2.87mg/l, ce qui I’inclue dans la
catégorie intermédiaire, alors que le diametre d’inhibition de I’antibiogramme lui confere une
sensibilité vis-a-vis cet antibiotique (Tableau 23 ; Annexe 6). Le rapport CMB/CMI de cette
souche et celui de la souche S7911 est égal a 32 ; donc elles tolérent cet antibiotique. Les
valeurs inhibitrices de la souche S3511sont les plus faible (CMI=0.36mg/l, CMB=5.75mg/l) ;
mais le rapport CMB/CMI est de 16 ; ce qui montre un effet bactériostatique de IPM & son
égard.

En 2012, on a pu déterminer les concentrations inhibitrices de I’IPM pour treize souches. Les
valeurs des CMI de cet antibiotique sont comprises entre 0.32mg/l et 115mg/l avec une
moyenne X=11,34+31,26mg/l (Tableau 33)
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Tableau 32: Concentrations inhibitrices de I’imipenéme pour des souches isolées en 2011

IPM (Imipeneme)

E 8 <CMl< 2
é R S
CMI CMB CMB/ CMI

S4211 2.87 92.1 32
S5411 1.15 92.1 8
S3511 0.36 5.75 16
S15511 115 11.5 1
S7911 1.43 46 32

Les résultats de ce tableau montrent aussi que les souches S10512, S17512 préalablement
catégorisées résistantes (Tableau 26 ; Annexe 6) présentent les CMI les plus élevées vis-a-vis
de I’imipeneme et qui sont égales a 11.5mg/l et 115mg/I successivement ; avec une moyenne
de X=63,25+73,18mg/l. En parallele les résultats par diffusion sur milieu gélosé montrent
qu’elles sont résistantes a cet antibiotique. En revanche, celles sensibles présentent une

moyenne X cwmi =1,90+0,79mg/I.

Les rapports CMB/CMI montrent qu’il est bactéricide sur deux souches résistantes
(CMB/CMI=1), bactériostatique sur 6 souches et que gquatre souches sont tolérantes avec un
rapport CMB/CMI=32.

En 2013, on a déterminé les concentrations inhibitrices de I’'imipenéme de 21 souches. Ces
derniéres présentent des CMI varient entre 0.36mg/l et 115mg/l avec une moyenne
X=9,51+25,1mg/l (tableau 34). Parmi ce lot, les souches S16513, S30313, S15613 et
S191013; considérées comme résistantes par diffusion sur milieu gélosé (Tableau 28;
Annexe 5), présentent des CMI comprises entre 11.5mg/l et 115mg/l avec une moyenne
X=31,70+48,68mg/l. Les CMI des 17 autres souches sont comprises entre 0.36mg/l et
4.7mg/l, avec une moyenne X=1,67+1,27mg/I.
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Tableau 33: Concentrations inhibitrices de I’imipenéme pour des souches isolées en
2012

IPM (Imipeneme)

8 <CMI< 2
souches
R S
CMI CMB CMB/ CMI
S$3112 <2 64 32
$3212 1.43 46 32
S1412 <2 9.21 5
$10312 <1 5.75 6
S11412 1.15 9.21 8
$2512 <03.2 51.2 16
$10512 11.5 11.5 1
S17512 115 115 1
S24512 2,87 24 8
S24512(2) <2 9.21 8
$3612 1 16 16
$13912 1.43 46 32
S41012 2.87 921 32

Six souches présentent des CMI supérieures a 2mg/l (cing souches avec CMI=2.8mg/l et une
souche avec CMI=4mg/l). Les valeurs de CMI de cette fourchette incluent les bactéries dans
la catégorie intermédiaire, alors que les diametres d’inhibition mesurés montrent que ces

souches sont sensibles a I’imipenéme (Tableau 28 ; Annexe 6).

En 2014, on a determiné les concentrations inhibitrices de I’imipenéme pour 10 souches
caractérisées comme résistantes. Les résultats du tableau 35, montrent que les valeurs des
CMI varient entre 64mg/l et 5.12mg/l avec une moyenne X= 26,36+ 23,95mg/l. La souche

S114 est une souche sensible.
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Les résultats consignés dans le Tableaul8 (Annexe 4), montrent que la souche S614 est
sensible a cet antibiotique, alors que la souche S814 est incluse dans la catégorie
intermédiaire. Cependant la CMI de ces deux souches est égale a5.12mg/l ; ce qui les incluent
parmi les intermédiaires. Les rapports CMB/CMI=2 ; indique que cet antibiotique a un effet
bactéricide sur elles. Les autres souches sont résistantes (R+l) ont une moyenne de
Xcemi=28,72+ 24,13 mg/l.

La souche S414 présente une CMI=12.8mg/l, ce qui I’inclus dans la catégorie résistante, alors
que selon I’antibiogramme par la méthode de diffusion sur milieu gélosé elle est considéree
comme intermédiaire.

En 2016, on a déterminé les concentrations inhibitrices de I’'imipenéme pour 07 souches
caractérisees comme résistantes (Tableau 14 ; Annexe 4). Les résultats du tableau 36,
montrent que les valeurs des CMI varient entre 1mg/l et 16mg/l avec une moyenne X= 3,71+
5,43mg/l. Les rapports CMB/CMI des souches résistantes (Tableau 37), montrent que cet
antibiotique peut avoir différents effets pour les différentes souches testées. Il se montre
bactéricide que pour la souche S271016(1), avec un rapport CMB/CMI=4, et il est
bactériostatique pour 4/7 souches testées, mais les autres souches montrent une tolérance a cet

antibiotique avec un rapport CMB/CMI de 25 et 32.
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Tableau 34: Concentrations inhibitrices de I’imipenéme pour des souches choisies en
2013

IPM (Imipéneme) 8 <CMI< 2

Souches
R S
CMI CMB CMB/ CMI

S4113 2.87 921 32

S$5113 0.36 5.75 16
S14113 2.87 92.1 32
$30313 28.7 28.7 1

S1413 2.87 921 32

S1513 1.15 921 8
$30113 1.43 46 32
$13213 0.36 5.75 16
S15213 1.15 921 8

S5313 0.36 5.75 16
S15313 0.36 5.75 16
519313 1.43 46 32
$10413 2.87 92.1 32
S16413 4.6 38 8
S17413 2.8 22.68 8
$13513 0.36 5.75 16
S14513 1.15 9.21 8
S16513 115 115 1
S13613 1.43 46 32
S15613 11.5 11.5 1
$191013 16 16 1
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Tableau 35: Concentrations inhibitrices de I’imipenéme pour des souches choisies en
2014

IPM (Imipéneme)

Souches 8 <CMiI< 2
R S
CMI CMB CMB/ CMI

S114 0.512 1.024 2
S214 51.2 921 18
S314 12.8 102.4 8
S414 >12.8 >51.2 4
S514 115 102.4 8
S614 >5.12 10.24 5
S814 >5.12 10.24 9
S914 64 1024 16
S1014 115 >102.4 8
S1114 25.6 102.4 4
S1214 64 512 8
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Tableau 36: concentrations inhibitrices bétalactamines des souches isolées en 2016
(Résultats de VITEK)

souche

CMI d’imipenéme (IPM)

$22116
S26116
$3216
S6416
S6716
S13716
S16816
S5916
$41016
$211016
$271016(1)
$271016(2)
S$31116
$231116(1)
$231116(2)
S$31216

2

N P DN P NN DD NN DD DN RPN

>16
0.25

Tableau 37: Concentrations inhibitrices de I’'imipeneme pour des souches choisies en

souches

M
S26116 2
$3216 1
S6716 2
S41016 2
$211016 1
$271016(1) 2

$231116(2) =16
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IPM
2>CMI>8
S I R
CMB CMB/CMI
32 16
16 16
51.2 25.6
16 8
8 8
8 4
512 32
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111.3.7. Résultats de la recherche de I’effet post antibiotique

Pour la recherche de I’effet post antibiotique, on a testé trois concentrations (CMI, CMB,

10CMI) et trois temps d’exposition (0.5h, 1h, 2h) pour quelques souches résistantes.

Vis-a-vis de I’amikacine on a testé cing souches qui sont S16513, S1014, S914, S1114 et
S214. Pour I’imipeneme, on a testé quatre souches qui sont S16513, S1014, S1114, et S214.
La souche S914 qui est caractérisée comme souche résistante par Imperméabilité sélective

OprD2 et on n’a pas pu déterminer sa CMB.
V.3.7.1. Résultats de la recherche de I’effet post antibiotique de I’amikacine

Apres une exposition aux trois concentrations testées, pendant une demi-heure, la figure 25.A,
montre que les taux cellulaires de la souche S16513 diminuent au cours de temps et arrivent a
OUFC/ml aprés 2h de I’élimination de I’amikacine, mais aucune augmentation n’est observee

apres cette durée.

Tandis que, la figure 25. B, montre qu’aprés une exposition d’une heure, les taux arrivent a
OUFC/ml pour les cellules exposées aux concentrations CMI et CMB, et restent constants
5heures aprés elimination de I’antibiotique, alors que les cellules exposées a la concentration
10CMI montrent une faible diminution pendant I’heure de contact. Aprés élimination de
I’amikacine, on observe un poursuit de la diminution des taux cellulaires qui arrivent a

OUFC/ml 2h apres élimination de I’antibiotique et ils restent constants pendant 3heures.

Les courbent montrent une augmentation des taux des cellules apres 6h de mise en contact

avec I’antibiotique pour les trois concentrations testées.

Apres deux heures d’exposition, la figure 25.C, montre que les taux cellulaires de cette souche
arrivent a OUFC/ml, mais apres elimination de I’antibiotique de milieu de culture, les taux des
cellules exposées a la concentration CMB restent constants (OUFC/ml). Alors que celles
exposées aux concentrations CMI montrent une augmentation durant la premiére demi-heure,
mais elle est suivie d’une diminution progressive, en arrivant a OUFC/ml 2h apres élimination
de I’antibiotique. Une deuxiéme augmentation est suivie d’une diminution est observé dans
I”’heure d’apres, puis, suivie d’une autre diminution. Ce qui permet de constater que les taux
de ces cellules tendent-vers OUFC/mI 3h apres la premiére chute, donc 5h aprés élimination

de I’antibiotique.
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La figure 26.A, nous a permis de remarquer que les taux des cellules viables de la souche
S1014 exposées une demi-heure aux concentrations CMI et 10CMI, restent constants pendant
2h30min (0.5h de temps de contact + 2h apres élimination de I’antibiotique). Celles exposées
a la CMB continuent a augmenter pendant le temps de contact et une demi-heure aprées, donc

au total pendant 1h, puis, on note une diminution pendant 1h30min.

2h30min, aprés élimination de I’antibiotique, toutes les cellules (exposées aux concentrations
testées) montrent une augmentation suivie d’une diminution. Cette derniére est dure jusqu’a
7h. En suite, les taux des cellules exposées aux concentrations plus élevées (CMB=4CMl,
10CMI) arrivent a OUFC/ml, alors que celles exposées a la concentration CMI, montrent une
diminution faible puis une augmentation comparable au témoin, ensuite les taux augmentent

de 1log a 9h30min ; donc 8n30min aprés élimination de I’antibiotique.

Le suivi de I’évolution des taux des cellules vivantes de la souche S1014, exposees une heure
aux différentes concentrations testées (figure 26.B), nous a permis de noter que les taux des
cellules exposées aux concentrations CMI et 10CMI augmentent pendant le temps de contact.
Ils diminuent pendant 2h apres elimination de I’antibiotique, en suite, ils augmentent dans les
2h qui suivent. Une heure apres, le taux de ces cellules arrive a OUFC/mI. Alors que, celui de
la souche S1014 exposée a la concentration CMB, montre une diminution de 1llog dans
I’heure de contact. Le taux de ces cellules continu a diminuer aprés élimination de
I’antibiotique (figure 26.B) pendant deux heures. Cependant le taux des cellules inhibees
pendant ces 2h est inferieur a celui des cellules inhibées durant I’heure d’exposition. Aprés 2h

de I’élimination de I’antibiotique, on remarque une augmentation de 1.5log/ pendant 1h.

Apres élimination de I’amikacine, les taux cellulaires de la souche S1014, exposées lheure
aux différentes concentrations arrivent a OUFC/ml, apres 6h pour les cellules exposées a la
concentration CMI, 5h pour les cellules exposées a la concentration CMB et aprés 1h pour

celles exposées a la concentration 10CMI.

Aprés exposition de 2h aux concentrations testées (figure 26.C), on remarque que les taux des
cellules vivantes diminuent, ils arrivent a OUFC/ml pour les cellules exposées a la
concentration 10CMI. La diminution des cellules exposees a la concentration CMB(4CMI)
est inferieure a 2log, alors que celle des cellules exposées a la concentration CMI est
supérieure a 2log. Aprés élimination de I’antibiotique, les taux des cellules exposées aux
concentrations CMI et 10CMI augmentent directement pendant la demi-heure qui suit, alors

que ceux des cellules exposees a la concentration CMB continuent a diminuer pendant cette
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durée. Cependant, ces taux montrent aussi une augmentation mais une demi-heure plus tard ;
ils arrivent a OUFC/mI aprés 1h30min pour les cellules exposées a la concentration 10CMI,
apres 3h pour les cellules exposées a la concentration CMB et apres 5h pour les cellules

exposees a la concentration CMI.

Le suivi de I’évolution des taux cellulaires de la souche S1114, mise en contact avec
différentes concentration de I’amikacine pendant 30min (Figure 27.A), montre que ces taux
restent constants pendant le temps de contact. Apres élimination de I’antibiotique, ils restent
encore constants pendant 2h pour les cellules exposees aux concentrations CMB et CMI.
Dans I’heure qui suit (3h30min apres élimination de I’antibiotique), pour cette derniére
(CMI), les taux diminuent presque de 2log, alors que pour la premiére (CMB) ils diminuent a
OUFC/ml, puis restent stables, alors que les premiers rejoignent le taux initial une heure
aprés. L augmentation des taux des cellules exposées a la concentration CMI continuent a
augmenter, mais avec une vitesse tres faible, 1ls augmentent de 1log apres 8h de I’élimination

de I’antibiotique.

Les taux des cellules exposées a la concentration 10CMI restent constants 3h30min apres
élimination de I’antibiotique, puis ils commencent a diminuer; en arrivant a OUFC/ml

4h30min apreés élimination de I’antibiotique, et aucune augmentation n’est observée apres.

La prolongation de temps de contact a 1h de temps (figure 27.B), a permis de noter une
diminution a OUFC/ml des taux des cellules exposées aux deux concentrations les plus
élevées (CMB, 10CMI). Une heure aprés élimination de I’antibiotique, les taux des cellules
exposées a la concentration CMB commencent a augmenté. Ils rejoignent un taux comparable
au taux initial pendant 1h. A cette heure, les taux des cellules exposées a la concentration
10CMI, commencent a augmenté pour atteindre aussi un taux semblable au taux initial 1h

apres, ensuite les taux restent constants jusqu’au 6h apres élimination de I’antibiotique.

Les taux des cellules exposées a la concentration CMI restent constants pendant 7h (1h de

contact et 6h apres élimination de I’antibiotique).

La figure 27.B, permet de remarquer qu’apres 6h de I’élimination de I’antibiotique les taux de
toutes les cellules commencent a diminuer, ils arrivent 8 OUFC/ml pendant une heure de

temps ; ce qui correspond a 7h apres elimination de I’antibiotique.

La figure 27.C présente I’évolution des taux cellulaires de la souche S1114 exposées 2h aux
différentes concentrations. Elle permet de remarquer une diminution des taux cellulaires

pendant le temps de contact. Cette diminution est seulement de 0.9log pour les cellules
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exposées a la concentration CMI, mais elle est de OUFC/mI pour les cellules exposées aux
deux autres concentrations (CMB, 10CMI).

Aprés élimination de I’antibiotique, on remarque une augmentation trés accélérée des taux des
cellules exposeées a la concentration 10CMI ; avec un temps de génération de 15min. Ceux des
cellules exposées a la concentration CMB, montrent aussi une augmentation, mais elle est
initiée 1h30min apreés élimination de I’antibiotique et avec un temps de génération de 30min.
2h30min apres élimination de I’antibiotique les taux des cellules exposées aux deux
concentrations les plus élevées arrivent aux nombre trés proches. A partir de 1a, on remarque
des variations intermittentes entre augmentation et diminution des taux cellulaires, ces

perturbations se poursuivent 6h30min apreés élimination de I’antibiotique.

Aprés une 0.5h de contact avec les différentes concentrations de I’amikacine, selon la figure
28.A, les taux cellulaires de la souche S914 diminuent aprés élimination de I’antibiotique,
mais ceux des cellules mises en contact avec la concentration CMB, présentent une
augmentation comparable au témoin pendant le temps de contact. Aprés élimination de
I’antibiotique, les taux de ces cellules restent constants pendant 30min puis ils commencent a
diminuer ; ils arrivent a OUFC/mI aprés 2h30min. 1h30min aprés (4h apres élimination de
I’antibiotique), ils commencent & augmenter ; une augmentation de 1log est observée pendant
1h, ensuite ils commencent a diminuer pour arriver une deuxiéme fois & OUFC/ml 1h plus
tard.

Les taux des cellules exposées a la concentration 10CMI, qui est une concentration plus
élevée que la CMB, diminuent presque dellog pendant le temps de contact, puis la régression
est diminueé au cours du temps. 2h30min apres élimination de I’antibiotique la régression est
augmentée avec une vitesse de 1log/30min. Un taux de OUFC/ml est observé 4h apres
élimination de I’antibiotique, puis, aucune augmentation n’est observée apres. Par contre les
cellules exposées a la concentration CMI présentent une diminution pendant le temps de
contact et apres élimination de I’antibiotique. 2h30min apres élimination de I’antibiotique les
taux commencent a étre constants et a cette heure la ils présentent une différence de llog
relativement aux taux initiaux, ils ne commencent a augmenter que 4h apres élimination de
I’antibiotique. Une augmentation de 1llog est observée 6h15min aprés élimination de

I’amikacine.
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Les taux des cellules de la souche S914 exposées a la concentration CMI montrent une
augmentation de 1log aprés 6h15min de I’élimination de I’amikacine.

La prolongation du temps de contact a 1h (Figure28.B) a permis de remarquer une diminution
des taux des cellules de la souche S914 pendant le temps de contact. Mais, aprés élimination
de I’antibiotique, on remarque une augmentation pendant 2h de temps. Cette derniére est
suivie par une diminution des taux cellulaires au cours du temps, elle atteint OUFC/ml apres
3h de I’elimination de I’antibiotique pour les cellules exposeées aux concentrations CMB et

10CMI et aprés 4h pour celles exposées a la concentration CMI.

La prolongation du temps de contact a 1h (figure 28.B) a permis d’observer une inhibition de
la totalité des cellules, avec un décalage delh pour toutes les concentrations testées. Alors que

le contact pendant 0.5h seulement n’a pas abouti a OUFC/mI pour la concentration CMI.

La prolongation de temps de contact a 2h (figure28.C) montré une diminution des taux
cellulaires pendant le temps de contact. La régression des taux cellulaire est poursuivie méme
apres élimination de [I’antibiotique pour les deux concentrations les plus élevées
(CMB,10CMI). Apres élimination de I’antibiotique, on observe une initiation d’une phase
d’accelération de I’inhibition qui commence 1h30min pour les cellules exposées a la
concentration CMB et 2h30min pour les cellules exposées a la concentration 10CMI. En
outre, les taux des cellules exposées a la concentration CMI initient une phase d’augmentation
30min apres élimination de I’antibiotique et initient une phase de déclin 1h aprés; ce qui
correspond a 2h30min. La comparaison des courbes (Figure 28.C) permet de remarquer que
les cellules exposées aux deux concentrations critiques CMI et CMB initient une phase de
déclin accélérée a la méme heure ; 1h30min apres élimination de I’antibiotique. Ce qui fait un
décalage de 1h avec celles exposées a la concentration 10CMI. Cependant un taux de
OUFC/ml est observé 3h30min pour les concentrations CMI et 10CMI, et aussi pour les
cellules exposees a la concentration CMB, mais 1h avant ; donc 2h30min apres élimination de

I’antibiotique.

A la différence des autres souches, les taux cellulaires de la souche S214 augmentent pendant
le temps de contact de 0.5h avec I’amikacine (figure 29.A). Aprés élimination de
I’antibiotique les taux des cellules exposées aux concentrations CMI et 10CMI montrent une

régression immédiate.
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Figure 28 : Effet post antibiotique de a I’amikacine sur la souche S914

A : Evolution des taux des cellules exposées 1/2 heure a I'Amikacine. B : Evolution des taux des cellules exposées 1

heure a I'Amikacine. C : Evolution des taux des cellules exposées 2 heure a I'Amikacine
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Apres élimination de I’antibiotique ; ceux des cellules exposées a la concentration 10CMI
poursuivent la progression pendant 30min, puis ils diminuent. Un taux de OUFC/ml est
observé 4h30min pour les deux concentrations les plus élevées (CMB et 10CMI). La
diminution des taux des cellules exposées a la concentration CMI initient une phase
exponentielle 1h30min aprés élimination de I’antibiotique, mais ils augmentent de 1llog
2h22min apres élimination de I’antibiotique.

Nous tenons que méme la prolongation a 1h de temps de contact (figure 29.B), permets
d’observer aussi une augmentation des taux cellulaires. Apres élimination de I’antibiotique les
taux commencent a diminuer. Ils arrivent a OUFC/mI pendant 1h pour les cellules exposées a
la concentration 10CMI et pendant 3h pour celles exposées a la concentration CMI et CMB,

ensuit aucune augmentation des taux cellulaires est observée pendant le temps de suivi.

L‘exposition des cellules de la souche S214 pendant 2h aux différentes concentrations de
I’amikacine (figure 29.C), a permis de remarquer que les taux des cellules exposées aux
concentrations CMI et CMB augmentent pendant le temps de contacte. Alors que ceux des
cellules exposées a la concentration 10CMI, présentent une légere diminution. Apres
élimination de I’amikacine, les taux cellulaires de ces dernieres poursuivent la diminution.
Ainsi que ceux des cellules exposées a la concentration CMB, aprés une diminution de 1log
pendant 1h, ils ralentissent la vitesse de régression de 0.5log pendant 3h, ensuite ils chutent a

OUFC/ml pendant 1h, donc 4h aprés élimination de I’antibiotique.

Les taux des cellules exposees a la concentration CMI restent constants pendant 1h, apres
élimination de I’antibiotique, ensuite ils présentent une diminution au cours du temps. Ils

arrivent a OUFC/ml aprés 4h de I’élimination de I’antibiotique.

Les résultats de détermination des concentrations inhibitrices montrent que le rapport
CMBJ/CMI=4; ce qui confere une activité bactéricide de I’amikacine vis-a-vis la souche
S214. Les résultats de la recherche de I’effet post antibiotique montrent d’une part la présence
d’un effet inhibiteur méme apres élimination de I’antibiotique, et d’autre part que les taux
cellulaires arrivent a OUFC/ml dans la méme heure pour les concentrations CMI et CMB. Ce

taux est observé une heure en avant pour les cellules exposées a la concentration 10CMI.
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D’une maniére générale, les résultats de la recherche de I'effet post antibiotique de
I’amikacine (Tableau 38) montrent son existence pour les souches testées. Il est supérieur a
8h pour la majorité d’entre elles pour les différentes concentrations testées (CMI, 10CMl,
CMB) et durant tous les temps de contact testés (0.5h, 1h, 2h), mais exceptionnellement, les
souches S214, S314 et S914 ; il est de 2.36h pour la premiere, 6h pour la deuxiéme et de
6.25h pour la troisieme apres 0.5h de contact a la concentration CMI. Cette derniére est la

plus faible concentration inhibitrice par rapport aux deux autres concentrations testees.

Les résultats de I’antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé montrent que les deux
souches S314 et S914 sont résistantes a I’amikacine, alors que la souche S214 est sensible.
Les résultats de déterminations des concentrations inhibitrices montrent que I’amikacine n’a
qu’un effet bactériostatique sur les trois souches avec un rapport CMB/CMI= 8. lls montrent
aussi que la souche S214 présente les concentrations inhibitrices les plus faibles par rapport
aux deux autres souches, mais I’effet post antibiotique le plus court aprés une exposition a la
CMI pendant 0.5h. Le tableau 38, a permis aussi de remarquer que les taux cellulaires tendent
vers OUFC/ml entre 1h 6 heures.

Tableau 38 : Résultats de la recherche de I’effet post antibiotique de I’amikacine

0 g3 Temps d’exposition & I’amikacine/Concentration testées
& S 3
S 38 1/2heure 1heure 2heure
a gL
© | [cMI] | [CMB] | [10CMI] | [CMI] | [CMB] | [1O0CMI] | [CMI] | [CMB] | [10CMI]
ourck) NN 2 | 2 |[NOSM 2 | 2 [oBEeN o | os
S16513
tEPA(h) >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >7.5 >7.5
tUFC(h) ! T R O
S214
tEPA(h) >8 >8 >8 >8 >8 >75 | >75 >7.5
wUFC(h)- N R O
S314
tEPA(h) >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8
tOUFC(h) - 2.5/6 4/6 - 3 3 - 3.5 2.5
S914
tEPA(h) >8 >8 >8 >8 >8 >8 >75 | >75
S1014 | tOUFC(h) ! 7 7 ! 5 1 ! 5 0/1.5
tEPA(h) >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >7.5 >7.5
ourc) L. 3 |+ [N o1 | o2 BN 015 | >
S1114
tEPA(h) >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >6.5 >6.5
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111.3.7.2. Résultats de la recherche de I’effet post antibiotique de I’imipenéme

La figure 30 A., montre que les taux des cellules de la souche S16513 restent constants
pendant le contact (30min) aux différentes concentrations de I’imipeneme. Mais, apres
élimination de I’antibiotique, on remarque que les taux régressent de 0,8log pendant 30min,
ensuite ils restent constants 3h pour les cellules exposées a la concentration 10CMI et 5h pour
les cellules exposées a la concentration CMI. Aprés cette phase stationnaire, les cellules
représentent un rythme de croissance comparable aux témoins. Une augmentation de 1log est
observée apres 5h15min pour les cellules exposées a la concentration 10CMI et 7h15min
pour celles exposées a la concentration CMI. De ce fait apres une demi-heure de contact avec
I’imipeneme, un effet post antibiotique a été observé ; il est de 5h15min pour les cellules
exposees a la concentration 10CMI et de 7hl15min pour les cellules exposees a la

concentration CMI.

Aprés 1h de contact avec I’imipenéme (Figure 30.B), on remarque que les cellules exposées a
la concentration CMI=CMB poursuivent une croissance exponentielle sans passer par une

phase d’accélération.

Par contre, les cellules exposées a la concentration 10CMI pendant 1h présentent trois phases
de croissance ; une premiere phase caractérisée par des taux constants pendant 2h (1h de
contact et 1h aprés élimination de I’antibiotique), une deuxiéme phase présentant une
augmentation accéléréee et une troisieme phase avec une croissance exponentielle comparable
aux témoins. Ce qui permet de mettre en évidence I’existence d’un effet post antibiotique de
2h30min.

La figure 30.C, montre que les taux cellulaires, n’ont pas changé pendant le temps de
contacte de 2h pour les concentrations testées. Apres élimination de I’antibiotique, les taux
augmente de 0,2log pendant 1h, ensuite, ceux des cellules exposées a la concentration 10CMI
montrent une augmentation exponentielle comparable au témoin, alors que ceux des cellules
exposées a la concentration CMI=CMB restent constants pendant 2h30min. Puis ils
augmentent de 0,2log pendant 1h30min. 5h aprés élimination de I’antibiotique, les taux

cellulaires commencent une augmentation exponentielle comparable au témoin.

Les résultats de I’antibiogramme standard, la souche S16513 est con sidérée resistante a

I’imipeneme avec une CMI=CMB=115 mg/I.
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La figure 31.A montre que pendant une demi-heure de contact, les taux des cellules de la
souche S1014 diminuent presque de 1,8log (proche de 50%) pour les cellules exposées a la

concentration CMI et de 3log pour celle exposees a la concentration CMB.

Pour celles exposées a la concentration 10CMI ; qui est la concentration la plus élevées par
rapport aux concentrations testées, montrent une diminution presque de 2,5log pendant le
temps de contacte. Cette diminution est poursuivie une demi-heure apres élimination de
I’antibiotique. Par contre, on remarque que les taux des cellules exposees a la concentration
CMI augmentent de 2log pendant 4h30min (1log pendant 3h qui suit I’élimination de
I’antibiotique puis 1log pendant 1h15min). Ensuite, le taux de ces cellules montre une légeére
diminution de 0,4log pendant 2h. A partir de la septieme heure ils augmentent de nouveau
mais avec une vitesse comparable de celle des témoins. De ce fait, ces cellules n’ont pas pu
commencer une croissance comparable au témoin qu’aprés 6h30min de I’élimination de
I’antibiotique, et présentent une augmentation de 1llog, 1h30min plus tard. Ce qui permet
d’admettre que I’imipenéme a exercé un effet post antibiotique de 8h30min pour les cellules

de la souche S1014, exposées a la concentration CMI pendant une demi-heure.

La figure 31.B présente les résultats de suivi des taux cellulaires de la souche S1014 misent en
contact 1h avec I’imipenéme aux différentes concentrations. Elle permet de remarquer une
diminution exponentielle des taux des cellules exposées a la concentration 10CMI. Cette
diminution est observée pendant le temps de contact et apres élimination de I’antibiotique.
Elle a permis d’avoir un taux de OUFC/ml pendant 2h, mais aprés elimination de
I’antibiotique, on remarque une vitesse d’inhibition de 2log/h, et aucune augmentation de ces

cellules n’est observée pendant le temps de suivi de I’évolution des taux cellulaires.

Les cellules mises en contact avec une concentration CMB, montrent une diminution des taux
de 0,4log pendant le temps de contacte et apres élimination de I’antibiotique. Mais avec d’un
rythme accéleré apres elimination de I’antibiotique ; ils arrivent a OUFC/ml pendant 1h ; ce

qui correspond a une vitesse d’inhibition de 2,8log/h.

Par ailleurs, les taux des cellules exposées a la concentration CMI (Figure 31.B), restent
constants pendant I’heure du contact. Aprés élimination de I’antibiotique, on remarque une
diminution de 1,6log pendant 1h. Ensuite, les taux de ces cellules restent presque constants
2h30min, puis ils montrent une régression jusqu’a OUFC/ml 2h30min plus tard, ce qui
correspond a 6h aprés élimination de I’antibiotique.

La figure 31.C, montre que les taux cellulaires de la souche S1014 diminuent pendant les 2h
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d’exposition aux différentes concentrations, ceux des cellules exposées a la concentration
10CMI, qui est la concentration la plus élevée parmi les concentrations testées, arrivent a
OUFC/ml. Par contre ceux des celles exposees a la concentration CMI diminuent de 3log ; ce
qui correspond a une différence presque de 1llog avec les taux des cellules exposées a la

concentration 10CMI.

Les taux de celles exposées a la concentration CMB diminuent de 2,7log ; ce qui présente
une différence de 0,4log avec ceux de la CMI et une différence de 1,3log avec ceux de
10CMl.

Apres elimination de I’antibiotique, les taux des cellules exposees aux concentrations CMB et
10CMI, augmentent pendent une demi-heure (30min). Cette augmentation est au voisinage de
1log. Ensuite, ils régressent jusqu’au OUFC/ml est observée 2h et 4h aprés élimination de
I’antibiotique (figure 31.C). La recherche des concentrations inhibitrices montre que
CMB=8CMI.

Les taux des cellules exposées a la concentration CMI, ne présentent que de faibles
variations ; ils restent constants 4h aprés élimination de I’antibiotique, puis ils diminuent a

OUFC/ml dans la septieme heure ; ce qui correspond a 5h apres élimination de I’antibiotique.

Le suivi de I’évolution des taux des cellules vivantes de la souche S214, aprés expositions une
demi-heure (Figure 32.A), montre une augmentation des taux cellulaires pendant 1h
(0,5h pendant le contact et 0,5h apres éelimination de I’antibiotique). Cette augmentation est
plus importante pour les cellules exposees a la concentration CMB par rapport aux deux
autres concentrations testées. Elle est poursuivie 2h30min, apres élimination de I’antibiotique
pour ces derniéres. Les taux des cellules exposées a la concentration CMI, montrent une
diminution des taux des dans I’heure qui suit, alors que ceux des cellules exposees a la
concentration CMB restent constants 2h30min, aprés élimination de I’antibiotique. 1h30min,
apres élimination de I’antibiotique, les cellules exposées a la concentration CMI montrent une

augmentation exponentielle de 1log, 2h30min apres élimination de I’antibiotique.

Les courbes montrent que les cellules exposées a la concentration 10CMI présentent une
augmentation comparable au témoin pendant les trois premiéres heures. Puis une diminution
presque de 1llog dans I’heure qui suit. En suite le taux reste constant pendant une heure, a
partir de la cinquiéme heure les cellules présentent une croissance exponentielle ; elles

augmentent de 1log 5h30min aprés élimination de I’antibiotique.
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Les taux des cellules exposées a la concentration CMB montrent une chute a OUFC/ml dans la
quatrieme heure ; donc 3h30min apres élimination de I’antibiotique. En plus, aucune
augmentation n’est observée jusqu’au la septiéme heure, sachant que, la concentration CMB

est la concentration la plus élevée parmi les concentrations testées.

La comparaison des trois courbes (Figure 32.A) correspond a la souche S214, nous indique
gue 2h30min apres élimination de I’antibiotique, les taux des cellules arrivent a une
augmentation presque de 1log, pour les trois concentrations testées. 3h30min apres
I’élimination de I’antibiotique, nous remarquons un point de diminution commun des taux
cellulaires pour les deux concentrations les plus élevées. Les taux des cellules exposées a la
concentration 10CMI diminuent presque de 1log et arrivent au méme taux initial avant la mise
en contact avec I’antibiotique, alors que ceux exposées a la concentration CMB arrivent a
OUFC/ml, cette heure présente un point d’initiation d’une phase de croissance exponentielle

pour les cellules exposées a la concentration CMI.

Apres une heure d’exposition aux différentes concentrations, la figure 32.B montre que les
taux des cellules exposées aux concentrations CMI et CMB, montrent une augmentation
pendant 3h30min pour les cellules exposeées a la concentration CMI et 1h30min pour les
cellules exposées a la concentration CMB. Ensuite, les taux des cellules exposées a la
concentration CMI, montrent une diminution pendant 1h, puis ils restent constant jusqu’a 7h.
Alors que ceux exposées a la concentration CMB continuent a diminuer pour arriver a

OUFC/ml apres 3h de I’élimination de I’antibiotique.

Les taux des cellules exposees a la concentration 20CMI montrent une régression continue ;

ils arrivent 8 OUFC/mI 2h apres élimination de I’antibiotique.

La figure 32.C présente I’évolution des taux des cellules de la souche S214 exposées 2h aux
différentes concentrations de I’imipeneme. Elle permet de remarquer que le taux des cellules
exposees aux concentrations CMB et 10CMI arrive a OUFC/ml aprés 1h de I’élimination de
I’antibiotique. On a remarqué aussi, que pendant le temps de contact des cellules de cette
souche a I’antibiotique, les taux ne montrent qu’une Iégeére variation pour les concentrations
CMI et CMB, ils restent constants pour les cellules exposées a la concentration 10CMI. Apres
élimination de I’antibiotique, les taux des cellules exposées a la concentration CMI sont
augmenté légerement pendant 2h, ensuite, ils commencent a diminuer pour arriver a OUFC/ml

deux heures plus tard ; donc 4h apreés élimination de I’antibiotique.
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Pendant les 30min de contact avec I’imipeneme, les taux cellulaires de la souche S1114
montrent une diminution mais aprés élimination de I’antibiotique, les taux des cellules
exposees a la concentration CMI(=CMB), augmentation pendant 2h30min, ensuite ils
présentent une phase stationnaire ; ils restent constants pendant 3h. Aprées 5h30min de
I’élimination de I’antibiotique, ils commencent a présenter une augmentation exponentielle,

mais avec un temps de génération plus long par rapport aux témoins.

Par contre, apres élimination de I’antibiotique, les taux des cellules exposées a la
concentration 10CMI, présentent une augmentation pendant 1h seulement suivie d’une phase
stationnaire pendant 1h et une légére diminution pendant 1h. A partir de 3h la diminution des
taux cellulaires est accélérée ; elle passe de 4.23log a 0 pendant 1h. On note aussi qu’aucune

augmentation n’est observée pendant le temps de suivi.

Aussi, les taux des cellules de la souche S1114, mises en contact avec I’imipeneme pendant
1h de temps (Figure 33.B.) montrent une diminution pendant le temps de contact et apres
élimination de I’antibiotique. Ils arrivent a OUFC/ml 4h apres élimination de I’antibiotique
pour les cellules exposées a la concentration 10CMI. Par contre ceux des cellules exposées a
la concentration CMI(=CMB), aprés une diminution proche de 1.5log pendent 2h (1h de
contact avec I’antibiotique et 1h aprés élimination de I’antibiotique), il restent constants
pendant 1h, ensuite ils augmentent de 0,5log pendant I’heure qui suit. Puis, ils présentent
une augmentation exponentielle avec une phase d’accelération de 1h. Ce qui fait 4h de temps
apres elimination de I’antibiotique. A cette heure, on remarque que le taux cellulaire est trés
proche de nombre initial No (avant la mise en contact avec I’antibiotique) et on remarque
aussi I’initiation d’une croissance exponentielle comparable au témoin. Une augmentation de

1log est observee 3h45min apres élimination de I’antibiotique.

Aprés 2h de temps de contact avec I’antibiotique, la figure 33.C montre que les taux des
cellules exposées a la concentration 10CMI, restent presque constants pendant le temps de
contact. Aprés élimination de I’antibiotique ils régressent progressivement ; ils arrivent a
OUFC/ml 4h aprés élimination de I’antibiotique, en suite, aucune augmentation n’est

observée.

Les taux des cellules exposees a la concentration CMI(=CMB) diminuent de 2log pendant le
temps de contact, mais aprés élimination de I’antibiotique, les taux augmentent de 1.8log
pendant 30min. lls poursuivent I’augmentation mais avec une vitesse tres faible. 4h apres

élimination de I’antibiotique ils commencent une phase exponentielle mais avec une vitesse
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faible par rapport au témoin.

D’une maniere générale, I’exposition des cellules de la souche S16513, permet d’avoir un
effet post antibiotique (tableau 39) de 5h15min pour les cellules exposées a la concentration

10CMI et de 7h15min pour les cellules exposées a la concentration CMI.

La prolongation de temps de contacte a 2h de temps permet de remarquer I’existence d’un
effet post antibiotique de 3h25min pour les cellules exposées a la concentration 10CMI et de

7h pour les cellules exposées a la concentration CMI=CMB

Aprés 1h de contact avec I’imipenéme (Figure 30.B), on remarque qu’il n’existe pas un effet

post antibiotique.

Par contre les cellules exposées a la concentration 10CMI pendant 1h présentent un effet post
antibiotique de 2h30min.

De méme, les résultats de détermination des concentrations inhibitrices confirment que cette
souche est résistance avec une CMI de 115mg/l. lls montrent aussi que I’antibiotique est
bactéricide a son égard. Les résultats consignés dans le tableau 39, montrent qu’aprés 0.5h de
contact, I’effet post antibiotique est plus long pour la concentration CMI=CMB que pour la
concentration 10CMI, qui est 10 fois plus élevee. La prolongation de temps de contacte aux
différentes concentrations permet de remarquer I’absence de cette effet pour la concentration
CMI ; mais il est de 2.5h pour la concentration 10CMI. Apres 1h de contact & la concentration
CMI=CMB ; les taux cellulaires continuent la progression logarithmique apres élimination de

I’antibiotique.

La prolongation de temps de contact a 2h de temps permet de remarquer une prolongation de
I’effet post antibiotique ; il est e 7h pour les cellules exposées a la concentration CMI et de

3.41h pour celles exposées a la concentration 10CMI.
La figure 33.A. montre que les taux des cellules de la souche S1114 diminuent de 0,63log
Les résultats de I’antibiogramme de la souche S16513 montrent qu’elle est résistante a cet

La comparaison des courbes de la souche S1014 permet de remarquer que 4 heures
pourraient présenter un temps critique. Elle présente le point commun entre I’apparition de
OUFC/ml pour les cellules exposées a la concentration CMB et le point de départ de

diminution des taux des cellules exposées a la concentration CMI.
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Tableau 39 : résultats de la recherche de I’effet post antibiotique de I’imipenéme

@ 3 § Temps d’exposition a I’imipenéme/Concentration testées
= T @©
S 38 1/2heure 1heure 2heure
7 Lo

© | [cMmI] | [CMB] | [10CMI] | [CMI] | [CMB] | [10CMI] | [CMI] | [CMB] | [10CMI]
5 1014 e PP N Ner
BCMIZCMB | \epa) |85 |05 |05 |>7 |>7  |>7 >7 |7 |7
11.5
S1114 tOUFC(h) - / 4 - 4 - 3
CMB=4CMI tEPA(h) | 7.75 | >9 >9 3.75 | 375 |>8 575 | 575 | >7
25.6
s214 el P B e
CMB=18CMI | tEPA(h) | 45 |>7 55 >6 | >6 >6 >6 | >6 >6
51.2
516513 el DN D e
CMI=CMB tEPA(h) | 7.25 | 7.25 | 5,25 0 0 2.5 7 7 341
115
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Discussion

P. aeruginosa, est une espéce opportuniste impliquée dans plusieurs cas d’infections. Elle est
bien connue par sa résistance naturelle a de nombreux antibiotiques (Landman, et al., 2007).
De nombreuses études montrent que cette bactérie a des tendances a des taux tres élevés de

résistance.
Prélevement

Sur une période de cing ans s’étalant de Janvier 2011 a Décembre 2016, on a pu collecter 535
souches issues de différents préléevements pathologiques, provenant de laboratoire de
microbiologie de différents établissements.

Selon I’'ONERBA (Observatoire National de I’Epidémiologie de la Résistance Bactérienne
aux Antibiotiques), Pour contribuer a definir les indications thérapeutiques des antibiotiques,
il existe quelques paramétres pertinents qui peuvent accompagner la demande d’analyse et
sont disponibles dans les laboratoires de microbiologie médicale (site de prélevement, malade
hospitalisé ou consultant...). Ces parameétres sont sous reserve doivent étre présentées. En
fonction des données statistiques de prévalence de la résistance, ils constituent une premiére
source d’informations qui contribuent a définir les indications des antibiotiques. Ceci pour
aider les prescripteurs, ainsi que les sociétés savantes et les autorités sanitaires, dans le cadre
de I’établissement de recommandations concernant l'antibiothérapie et le bon usage des
antibiotiques. La prévalence de la résistance doit étre établie pour des situations cliniques

(infection documentée) dont le contexte épidémiologique est bien défini.

Il s’agit, de dégager des profils de probabilité d’activité des principaux antibiotiques. Pour
cela, il faut prendre en compte des parameétres connus pour étre statistiquement associes a la
prévalence de la résistance, et qui constituent des facteurs de risque de résistance pour le type
d’infection considéré tels que: &ge, antécédents d’antibiothérapie, antécédents
d’hospitalisation... (ONERBA, 1998 ; ONERBA 2015).

La prise en compte de ces parametres, qui sont des facteurs de risques discriminants, est trés
utile lorsqu’on veut analyser les résultats de la surveillance obtenus a partir des échantillons

recus par les laboratoires medicaux.

Les résultats de notre étude montrent que les femmes sont plus prédisposées a I’infection par
cette espéce par rapport aux hommes mais avec une légeére différence de 1.68%. Un sexe ratio

de 1.03 montre que le sexe ne présente pas une grande importance comme facteur
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déterminant.

Malheureusement, dans notre enquéte,70,09% des fiches ne mentionnent pas le service
(Figure 10, Tableau 04). De méme, 60% des fiches (321/535) ne mentionnent pas I’age de
patient infecté. Ces contraintes de recueil des renseignements s’opposent a la bonne
interprétation des résultats. De ce fait on ne pourrait pas confirmer la relation de I’ge et de
sexe avec la prévalence de I’infection par cette bacteérie.

Les préléevements pour les quels on a pu se renseigner sur I’age des malades, montrent que P.
aeruginosa est un agent redoutable, incriminé dans les infections des personnes de différents
ages (Tableau 01 ; 02). Cependant le pourcentage le plus élevé est observé chez les hommes
dont les tranches d’age entre 40-69 ans (Figure 08).

Dans le méme cadre, I’étude de Sahli et al. (2014)a. qui est rétrospective de janvier 2008 a
décembre 2012, portant sur les 66 souches de P. aeruginosa isolées de bacteriémie, permet de
remarquer qu’elles sont isolées dans 77 % chez les adultes, 15 % chez les enfants et 7.5 %
chez le sujet agé. La moitié des souches sont isolées chez des patients immunodéprimés.

En général, pour I’origine pathologique, les fiches de renseignement des souches collectées
dans notre étude montrent que les infections urinaires par P. aeruginosa sont les plus

redoutables. Elles sont fréquentes chez les deux sexes (Figure 09, Tableau 03).

Cependant, selon Rolston et Bodey (1992), EI Amari et al. (2001), et Sarlangue et al.

(2006), P. aeruginosa est responsable de 70% des otites externes.

Selon I’etude de Chinbol et al. qui a été effectuée entre 2010-2013 sur 168 souches de P.
aeruginosa, les prélévements de pus présentent 25,6%, suivis des bactériémies 20,8%
(Chinbol al., 2014). Ces résultats concordent avec ceux de I’étude de Meradji et al. (2016).
Cette derniére s’est déroulé dans les hopitaux de la ville d’Annaba pendant la période de 2014
et 2015. Elle a souligné que la fréquence de P. aeruginosa dans les prélévements de pus par

rapport aux autres produits pathologiques est dominante avec un pourcentage de 78%.

En 2015, au Cameroun, Hontense et ses collaborateurs ont reéalisé une étude portant sur 34
souches de P. aeruginosa dont 41,2% étaient isolées des urines, 23,5% des hémocultures et

17,6% des suppurations (Hontense et al., 2015).

Les etudes menées par des laboratoires médicaux féderés dans ’ONERBA montrent que P.
aeruginosa est parmi les especes de bacilles a Gram négatif, moins fréquentes et
généralement plus résistantes, largement influencées par antécédents d’hospitalisation,
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antécédents de sondage urinaire, antécédents d’infection urinaire, antécédents

d'antibiothérapie.

En pratique, médicale, les prélevements des urines sont les plus simples par rapport aux autres
prélevements (sanguins, pleuraux....) et la disponibilité des tubes de prélevement chez les
pharmaciens pourraient faciliter la tdche aux patients, particulierement non hospitalisés, pour
faire ce type de prélevement. De méme au niveau sociologique les symptémes d’une infection
urinaire sont les plus connus par la population. En outre, il n’existe pas une enquéte qui
permet d’apprécier I’effectif des patientes qui ont eu un suivi médical gynécologique pour des
signes d’infection génitales et les exigences de réalisation des prélevements vaginaux avant la
prescription des traitements. Mais, vu le rapprochement des sites anatomiques (appareil
génital, I’anus et voies urinaires), la question qui se pose : « comment peut-on expliquer la
prévalence des infections urinaires par cette bactérie ? ». C’est vrai qu’il existe I’explication
anatomique (uretre court de la femme), mais I’affinité de colonisation d’un site et la capacité
de provoquer une infection par rapport a un autre site de voisinage peut participer a trouver

des solutions pour lutter contre I’infection par P. aeruginosa.
Identification

Dans notre étude on a remarqué que les souches collectées présentent différents aspects des
colonies sur le méme milieu de culture, pour des souches isolées a partir des origines

similaires (exemple urine) et le méme sexe.

En général, on a pu isoler des souches qui présentent différents aspects macroscopiques. On a
remarqué que certaines souches ont perdu le pouvoir de produire les pigments spécifiques, en
maintenant la production du géosmine (odeur caractéristique). Chez P. aeruginosa la
pyoverdine est aussi un facteur de virulence nécessaire a I’infection de I’héte, et une molécule
signale pour la production d’autres facteurs de virulence (Lamont et al., 2002). De ce fait la
question qui se pose: «ces souches deviennent elles moins virulentes apres certains
repiquages ou elles gardent la propriété mais elles ne I’expriment pas in vitro pour ne pas
gaspiller d’énergie? ». Donc la compréhension de mécanisme d’induction de la sécrétion de la
pyoverdine pourrait étre utilisée a des fins de recherche médicale pour lutter contre cette

bactérie pathogene pour I’homme.

L’hypothése de I’existence d’une corrélation entre les aspects morphologique des colonies et
la virulence des souches isolées est possible. Dans notre étude on n’a pas remarqué une

corrélation entre la résistance aux antibactériens testés et les types des colonies. De méme
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pour les souches qui ont perdu le pouvoir de produire la pyocyanine par rapport aux autres qui

n’ont pas perdu cette capacité méme apres conservation.
Résistance aux antibiotiques

Les bactéries multirésistantes (BMR) posent des problemes particuliers : diffusion
épidémique, circulation des patients ou animaux porteurs, modes de transmission, menace de

diffusion des genes de résistance & d’autres espéces bactériennes... (ONERBA, 2001).

Raison pour la quelle, dans cette étude on a essayé de contribuer a la surveillance de P.
aeruginosa par un suivi de I’évolution de la résistance des souches de cette espece vis-a-vis
les bétalactamines et les aminosides. Au méme titre, les taux de résistance de P. aeruginosa
vis-a-vis des médicaments antipseudomonaux font I’objet de recherche depuis deux décennies
a travers le monde, tel que les études Lavoie et al. (1991), Karlowsky et al. (2003), Flamm
et al. (2004), Jones et al. (2004), Obritsch et al. (2004), Rhomberg et al. (2007),
Rhomberg et Jones (2007), Rahal et al. (2009) Yayan et al. (2015), Kamga et al. (2015),
Igbalajobi et al. (2016), Chengyi et al. (2016), Lila et al. (2017), Dou et al. (2017).......
Elles mettent en évidence les données rapportées pour les isolats de plusieurs études de

surveillance.

Cependant, la définition de la multirésistance n'est pas univoque et il est difficile de trouver
des criteres précis de multirésistance. Selon Andremont (1996), les BMR sont des bactéries
qui ne sont sensibles qu'a un petit nombre de familles ou de sous familles d'antibiotiques
(Andremont, 1996). Selon Santré (1998), P. aeruginosa est considérée comme
multirésistante si elle présente au moins deux mécanismes de résistance (céphalosporinase
hyperproduite, imperméabilité a I’imipénéme, BLSE, résistance aux aminosides, a la

ciprofloxacine).

Dans notre étude, nous avons testé une gamme des aminosides et des béta-lactamines
recommandés comme antipseudomonas. Les autres antibiotiques sont testés soit pour vérifier

la résistance naturelle soit pour sélectionner les souches les plus résistantes.

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que 86.76% des souches testées entre 2011 et
2013 étaient sensibles a la gentamicine. Lavoie et al. (1991) ont montré que seulement 58 %
des souches étaient sensibles a la gentamicine en 1986-1988 (Lavoie et al., 1991), contre 96%
en1996-1998 pour Montastruc (Montastruc, 1999). Rahal et al. entre 2008-2009 ont trouveé
que I’évolution de la résistance a la gentamicine a été de 4%. Notre étude a montré que
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seulement 13.3% des souches testées sont résistantes a cet antibiotique. Alors que Yayan et
al. (2015), ont trouvé que 22% des souches sont résistantes a cet antibiotique (1=9.5%,
R=22.0%).

L’etude de Chengyi et al. (2016) montre un haut niveau de résistance a la gentamicine
(51,1%). Des résultats similaires ont été signalés par Lila et al. (2017). Ces derniers ont
remarqué que la résistance de P. aeruginosa a la gentamicine est de 47.2%, 59.4 et 56.6 en
2013, 2014 et 2015 respectivement.

Ce qui permettrait a conclure que la gentamicine peut étre un antibiotique de choix pour
certains malades ; d’ou la nécessité de faire recours a I’antibiogramme méme si dans certains

pays I’utilisation de cet antibiotique est moins slre qu’auparavant.

La tobramycine a un spectre d'activité étroit, mais elle est souvent utilisée pour éliminer P.
aeruginosa (Somayaji et Parkins, 2015). Cet aminoside est couramment utilisé pour traiter
différentes infections causées par des bactéries a Gram négatif (Bulitta et al., 2015). Il est
principalement efficace contre P. aeruginosa. Toutefois, une résistance accrue de cette
bactérie a cet antibiotique était évidente dans les tests de sensibilité effectués dans la présente
étude et d’autres, telles que celles de Yayan et al. (2015) et de Lila et al. (2017).Elles ont
permis de remarquer que la résistance de P. aeruginosa a la tobramycine est de 35.9% en
2013, 60.5% en 2014 et de 54.5 en 2015.

Donc I’évolution de la résistance des souches de P. aeruginosa a ces antibiotiques n’est pas
linéaire, elle est relative. Ce qui confirme que le recours a I’antibiogramme est indispensable
et que ces aminosides restent parmi les antibiotiques de choix pour une thérapie contre cette
bactérie.

La plupart des études ont rapporté que la gentamicine était I’aminoside le moins actif. Les
taux les plus faibles de résistance étant signalés pour la tobramycine et I'amikacine. Ce qui se

concorde avec les résultats de notre étude.

Parmi les aminosides, I’amikacine en particulier est considéré dans la littérature comme
efficace, ce qui concorde avec les résultats de la présente étude.Les souches testées dans notre
étude ont montré une sensibilité remarquable a cet antibiotique par rapport aux autres
antibiotiques testés. Aucune souche resistante n’a été collectée entre 2011 et 2013.Cet
antibiotique a montré le plus bas niveau de résistance, parmi les antibiotiques testés. Des
résultats similaires sont publiés par Sahli et al. (2014)b et Yayan et al. (2015). Cependant,
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I’étude Chengy et al. (2016) qui avait comme objectif I’estimation de la prévalence de et de
la résistance de P. aeruginosa aux antimicrobiens dans la pneumonie sous ventilation assistée,
la pneumonie nosocomiale, et pneumonie acquise en communauté en Chine continentale a
permis de marquer un taux de résistance de 22,5%, a I'amikacine. De méme, sur un total
de553 d’isolatsdeP. aeruginosa, Lila et al. (2017) ont remarqué que la résistance a
I’amikacine est de 38.3% en 2013 et de 59% en 2014 et de 52.7% en 2015. Ce qui montre la

capacité de cette bactérie a développer une résistance méme a cet antibiotique.

En général, la pipéracilline a le plus large spectre d'activité de toutes les pénicillines contre
Pseudomonas. Il est révélé encore efficace contre les souches testées dans notre étude, avec
un taux de sensibilité de 96.7 %. Seulement 3.3% des souches testées étaient résistantes a cet

antibiotique.

Dans la ville de Sétif, Sahli et al. (2014)b ont observé un taux de résistance de 24.6% a la
pipéracilline. Des taux plus importants ont été notés par Lila et al. (2017) ; Ils ont remarqué
que la résistance de P. aeruginosa a la piperacilline est de 56.2% en 2013, 65.4% en 2014 et
de 68.4% en 2015 (Lila et al., 2017)

Le traitement par pipéracilline-tazobactam est controversé en raison de la réduction sensibilité
de Pseudomonas (Tam et al., 2008). Aussi, les études de Riou et al. (2010) Yayan et al.
(2015) ontsignalé des resistances similaires de P. aeruginosa a la pipéracilline ; elles étaient
autour de 27%. Une efficacité réduite de pipéracilline-tazobactam, qui était I'antibiotique le
plus couramment utilisé et le plus fréquemment testé sur les antibiogrammes des patients, a
également été observée chez les patients atteints de pneumonie due a P. aeruginosa dans
I’étude de Yayan et al. (2015).

Notre étude nous a permis d’observer une augmentation considérable de la résistance au

ceftazidime. Sahli et al. (2014)b ont observé un taux de résistance de 14.3 a cet antibiotique.

Castanheira et al. (2014) ont considéré la ceftazidime comme l'antibiotique le plus efficace

parmi le groupe des céphalosporines pour le traitement de la pneumonie due a P. aeruginosa.

Cependant, la ceftazidime a montré une faible activité contre Pseudomonas dans I’enquéte de
Yayan et al. (2015). Le suivi de I’évolution de la résistance des isolats cliniques par Lila et
al. (2017) a permis de remarquer que la résistance de P. aeruginosa a la ceftazidime, est de
59.8%, 37.3% et 42% en 2013, 2014, 2015 respectivement (Lila et al., 2017)

En raison de leur tres large spectre d'activité, les carbapénemes sont également efficaces
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contre P. aeruginosa. Dans notre étude, la résistance a l'imipenéme a particulierement

présente le plus faible taux de résistance (3.3%).

On a remarqué aussi que I’augmentation des taux de souches résistante a I’imipeneme n’a pas

dépassé 1% entre 2011 et 2013, alors qu’en 2016 elle est arrivée a 13%.

dix ans avant notre étude Allouch et al., ont remarqué un taux de résistance de I’ordre de
20.6% a cet antibiotique. Tandis que Soraa et al. (2011) ont trouve un taux de résistance de
66,6%.

En Algérie, un taux de 50% de résistance vis-a-vis cette molécule a été rapportée par Touati
en 2013 (Touati, 2013). Dans la vile d’Oran Sefraoui (2015) a observé un taux de 32% mais
Dali (2016) a remarqué un taux de 21% en 2016 (Dali 2016, Sefraoui 2015), alors que
d’aprés le quinziéme rapport du AARN, le taux global de résistance est de 10,97% (AARN,
2014). Ces resultats concordent avec ceux de Sahli et al. (2014)b qui ont observe un taux de

résistance de 10.9% dans la ville de Setif.
En Lybie et au Liban deux études montrent des taux tres élevés de 87%, (Mathlouthi, 2015).

Dans la méme période, Yayan et al. (2015) ont constaté que 28.6% des souches testées sont
résistantes a cet antibiotique (1=0.6%, R=28.6%).

En chine, I’étude de Chengyi et al. (2016) montre un taux de résistance de 20,0% a
Iimipenéme. Lila et al. (2017) ont remarqué que la résistance de P. aeruginosa a
I’imipenéme est de 25.2% en 2013, 26.5en 2014 et de 37.7 en 2015. Ce qui présente une

évolution linéaire dans le temps.

De ce fait méme la prescription de cet antibiotique en cas d’infection par cette espéce sans
antibiogramme peut poser des problémes thérapeutiques.

Carmeli et al. (1999) qui ont étudié le risque d’émergence de la résistance associée a la
pipéracilline, la ceftazidime, la ciprofloxacine et I’imipeneme, ont observé un risque

d’émergence de la résistance variable, maximal pour I’imipeneme.
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En général, la résistance aux antimicrobiens dans différentes régions géographiques est un
parametre qui fournit des informations utiles qui contribuent a avoir I'image globale de la
résistance aux antimicrobiens. Selon les données d'EARSS (European Antimicrobial
Resistance Surveillance) pour 2014, les pourcentages de résistance chez P. aeruginosa ont été
signalés, en particulier de I'Est et du Sud-Est d'Europe ; ceux des isolats résistants des Pays-
Bas et de Roumanie allaient de 4,4% & 58,5%. Les augmentations significatives dans les
tendances de résistance ont été observeées pour trois pays (Allemagne, Hongrie et Slovaquie)
(AER, 2014).

Comme signalés dans de nombreuses études, les isolats de P. aeruginosa sont résistants a une
variété croissante d'antibiotiques, y compris céphalosporines de quatriéme génération. Des
niveaux de résistance hauts aux béta-lactamines ont été signalés aux Etats-Unis, en Europe et
en Amérique du Sud (Kos et al., 2015). Les différences dans les taux de la résistance aux
antimicrobiens généralement était lié a la fréquence d'utilisation, prescription et les pratiques
de I'népital. Bayani et al. (2012) ont trouvé que le taux de résistance de P. aeruginosa a
I'amikacine, a la ceftazidime, a I'imipénéme, était de 53,3%, 43,3%,40% respectivement, et la
prévalence d'isolats resistants a augmenté (Bayani et al., 2012). Une autre étude a rapporté
les taux de résistance suivants pipéracilline 45%, 36,1%, gentamicine 37,3% et l'amikacine
30% (Dash et al., 2014). L’étude de Lila et al. (2017) a montré que P. aeruginosa était tres
résistant aux aminosides, y compris I'amikacine (52,7%), gentamicine (56,6%) et tobramycine
(54,5%). Ce résultat contraste avec ceux de notre étude et avec ceux de Dash et al. (2014),
qui prétend que I'amikacine a la plus haute sensibilité contre P. aeruginosa. Cependant, sur la
base des résultats de I’étude de Lila et al. (2017), la résistance a ces antibiotiques est
considérablement augmentée.

Pour les infections a P. aeruginosa, le carbapenéme peut étre le seul choix d'antibiotique.
Raison pour laquelle, I'émergence de la résistance aux carbapénémes est une préoccupation
sérieuse (Liu et al., 2015). Dans diverses études a travers le monde, des taux variables de
résistance de 3-60% ont éte rapportés pour imipeneme (Khan et Faiz, 2016).

L'acquisition d'un phénotype de résistance peut résulter de la sélection d'un mutant résistant
ou de l'acquisition de génes de résistance (Santré, 1998 ; Chaplain, 1997). De nombreuses
études montrent que P. aeruginosa présente les taux de résistance les plus éleves aux
antibiotiques  antipseudomonas ; méme pour les béta lactamines et les aminosides. Elle

montre des tendances a des taux trés élevés de résistance.
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La résistance de P. aeruginosa aux bétalactamines est due a I’existence de bétalactamases a
spectre étendu (Lombardi et al., 2002) et de métallo-bétalactamases (Farajzadeh et al.,
2014). Ce qui confere une résistance a la majorité des bétalactamines, par un mécanisme de
dégradation d’antibiotique (Lombardi et al., 2002 ; Farajzadeh et al., 2014). Ces enzymes
ont la particularité de pouvoir hydrolyser les cycles B-lactames ; ce qui inactive I’antibiotique
(Chemelle, 2010). Par conséquent, la détection immédiate de P. aeruginosa productrice de

ces enzymes est essentielle pour le traitement précis des infections causées par cette bactérie.

Dans notre étude on a pu confirmer la mise en évidence de la production de BLSE chez une
seule souche par le test de synergie. Chez les autres souches résistantes testées, la présence de
cette enzyme est mise en évidence par le test de confirmation par double disque. En France,
11 % des souches de P. aeruginosa possédent des fB-lactamases transférables (Nordmann,
2003).

Dans la méme période de notre eétude Touati et al. (2013) ont décrit la premiére diffusion de
souches de P. aeruginosa productrices de métalo-bétalactamaseVIM-2 dans 14 isolats

cliniques au niveau d’Annaba, au Nord-Est algerien.

La majorité des souches produit une béta lactamase a large spectre appelée Ampc qui agit sur
plusieurs antibiotiques. Cependant, environ 800 béta lactamases ont été décrites au moins 120

ont été retrouvées chez les souches de P. aeruginosa (Zho et Hu, 2010),

Méme la combinaison d'un 3-lactame antipseudomonale avec un aminoside qui a souvent été
le traitement de choix pour ce pathogene n'empéche pas toujours I'émergence de la résistance
médie par d'’AmpC aux béta-lactames, et les échecs cliniques sont toujours un risque (Juan et
al., 2005 ; Masterton et al., 1987 ; Letendre et al., 1988; Sanders et Sanders, 1983 ;
Sanders et Sanders, 1988; Scully et al., 1985).

En l'absence de meétalo-bétalactamases, l'inactivation mutationnelle du gene oprD est le
principal déterminant de la résistance aux carbapénémes, en particulier a I'imipénéme, chez
les souches de P. aeruginosa (Pirnay et al., 2002b). Chez cette bactérie, la diminution de
perméabilité s’expliquerait par la perte de la porine OprD responsable du transport de
I’imipéneme (Murata et al., 2002). Lors de traitement en monothérapie, la sélection de
mutants déficients en OprD surviendrait chez 15 a 20 % des patients traités. La résistance -
lactamines par diminution de la perméabilité s’exprime habituellement a bas niveau. Dans
certains cas, elle peut étre associée a d’autres mécanismes de résistance comme I’efflux ou la

production de B-lactamases (Ochs et al., 1999).
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Généralement, les genes codant pour ces enzymes se retrouvent sur des éléments
transposables et font partie des mécanismes de résistance aux B-lactamines des bactéries a
Gram négatif. Ces dernieres acquerraient d’autres mécanismes de résistance qui les protege
simultanément contre plusieurs antibiotiques ou n’expriment pas fortement ces enzymes (pas
d’expression ou expression a des taux tres faibles). Ce qui ne le rendraient pas détectable par
la méthode utilisée dans notre étude et pourrait expliquer la non détection de cette enzyme
dans la majorité des souches testées par le test de synergie. De plus les facteurs impliqués
permettant la production de ces enzymes sont tres compliqués et par fois sont contradictoires

dans plusieurs études.

Au début le probleme des isolats cliniques c’était ceux BLSE positifs. Les souches de P.
aeruginosa de type sauvage ne produisent que des bas niveaux d'AmpC et sont sensibles a
pénicillines, combinaisons d'inhibiteurs de pénicilline, céphalosporines, et les carbapénemes
(Sanders et Sanders, 1986). Cependant, lorsque la production d'AmpC est significativement
augmentée, P. aeruginosa développe une résistance a tous les B-lactamines, a I'exception des

carbapénémes (Sanders et Sanders, 1986 ; Colom et al., 1995).

Les données de I’étude de Sanders et al., (1988), de 47 isolats cliniques surproduit AmpC,

ont montré que 7 (15%) étaient résistants a I’imipeneme.

Gutierrez et al. (2007) rapportent dans leur étude que 51% isolats cliniques de P. aeruginosa
résistants aux carbapénemes surproduit AmpC (Gutierrez et al., 2007). L’étude Lee et Ko
(2012) a rapporté que I’absence de mutation dans la séquence oprD, pouvant causer la perte
de fonction de la protéine OprD, chez les souches de P. aeruginosa sensible a I’imipenéme
(Lee et Ko, 2012). Une autre étude a décri des souches co-exprimant une VIM-2 et la perte de
la fonction de la porine OprD chez les isolats cliniques de P. aeruginosa. Ces résultats
indiquent que l'inactivation mutationnelle du gene oprD était le principal mécanisme de
résistance a l'imipeneme chez les souches cliniques de P. aeruginosa, comme decrit
précédemment dans de nombreuses études telles que celles de Li et al. (2012) et de Lee et
Ko(2012).

La surproduction d'une pompe a efflux, OprD, et / ou production d'une carbapénémase de
classe A / classe B). Ajoutant encore plus de complexité est le potentiel de mutation variantes
de I'enzyme AmpC codée chromosomiquement pour fournir a P. aeruginosa une résistanceau

carbapénéme (Rodriquez-Martinez et al., 2009).

Les modifications des acides amines pres des sites actifs de ces enzymes (AmpC) peuvent
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entrainer une augmentation de I'activité hydrolytique contre la ceftazidime et imipenéme.
Cependant, l'activité catalytique accrue de ces enzymes réduit seulement la sensibilité a
I'imipeneme. Ce qui pourrait montrer que la surproduction de ces AmpC a spectre étendu

semble étre une exigence pour le carbapénéme (Rodriquez-Martinez et al., 2009).

La surproduction de I'enzyme AmpC chromosomiquement codée chez P. aeruginosa peut
survenir soit par induction du géne ampC ou a travers un processus de dérépression

conduisant a une expression constitutive de haut niveau.

La surexpression a travers la voie d'induction se produit pendant l'exposition a des RB-
lactames ; par exemple la céfoxitine, I'imipénéme et le clavulanate (Labia et al., 1986;
Lindberg et al., 1988; Stobberingh, 1988 ; Lister et al., 1999; Weber et Sanders, 1990),
mais le processus est réversible aprés élimination de l'agent inducteur. En revanche, la
dérépression se produit lorsque les protéines impliquées dans la voie de l'induction sont
compromises par des mutations chromosomiques (Honor et al., 1989 ; Langaee et al.,1998 ;
Kuga et al., 2000 ; Juan et al., 2005) et la céphalosporinase est constitutivement produite a
un niveau elevé, méme dans I’absence de 3-lactame inducteur (Langaee et al.,2000 ; Bagge
et al., 2002).

Les souches de P. aeruginosa peuvent transitioner a travers un phénotype de dérépression
partielle avant de réaliser la dérépression compléete dAmpC. Dans les études de Kong et al.
(2005) et Moya et al. (2009) qui visent a étudier les facteurs impliqués dans la régulation de
I'expression de I'ampC de P. aeruginosa, les données ont été plus contradictoires et difficiles a

comparer.

Ces données avec ceux trouvées dans notre étude, permettent de penser que pour les isolats
cliniques, la recherche de ces enzymes doit s’effectuer immédiatement sans passer par de
nombreuse repiquages, subculture ou une période de conservation. Il se pourrait que le temps
d’induction depasse la vitesse de croissance des bactéries hors zone de diffusion de

I’antibiotique.

L’analyse des phénotypes de résistance de nos souches vis-a-vis des B-lactamines qui ont été
déterminés selon le schéma de Fauchere (Fauchere, 1997), montre clairement que le
phénotype sauvage est majoritaire, ce qui se concorde avec les résultats obtenus par Sefraoui
(2015).

Les aminosides possédent des groupements aminés et des groupements hydroxyles
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nécessaires a leur activité. Ces groupements peuvent étre la cible de trois classes d’enzymes :
Les phosphotransférases ou APH (transférent un groupement phosphate sur les groupements
hydroxyles), Les nucléotidyltransférases ou O-adénylyl (ANT ou AAD) qui agissent par
adénylations des groupements hydroxyles, les acétyltransférases ou AAC qui catalysent
I’acétylation des groupements aminés (Jana et Deb, 2006 ; Azucena et Mobashery, 2001;
Wright, 1999). Toutes ces enzymes ont une localisation intracellulaire et elles peuvent étre
codees par des genes chromosomiques, des plasmides, des eléments génétiques transposables
ou par des intégrons. Ce qui rend évident d’avoir plusieurs situations : Un seul aminoside peut
étre inactivé par plusieurs enzymes, Une seule enzyme peut inactiver plusieurs antibiotiques

et une seule souche peut produire plusieurs enzymes (Bevilacqua, 2011).

Bien que la gamme d'aminosides inactivée par des enzymes spécifiques est peu différente, la
capacité de P. aeruginosa a porter les multiples genes des enzymes inactivant ces molécules
fournissent des souches ayant le potentiel de développer une résistance a tous les aminosides.
La modification de la cible (ARNr 16S) représente plusieurs cas de résistance aux aminosides
(Fauchére, 1997). En plus de la variéte d'enzymes modifiant les aminosides, une résistance
élevée a plusieurs aminosides peut étre associée a la méthylation de 'ARNr 16S (Yokoyama
et al., 2003). Il y a actuellement cing enzymes ribosomales méthyltransférases caractérisées
qui ont été trouvés dans le monde entier parmi les isolats cliniques de P. aeruginosa et
Enterobacteriaceae (Galimand et al., 2003; Yokoyama et al., 2003 ; Yamane et al.,2005 ;
Wachino et al., 2006; Doi et al.,. 2007). Tous les genes codant pour ces enzymes ont éete
associé a des éléments génétiques mobiles (Doi et al., 2004; Yamane et al.,, 2004 ;
Galimand et al., 2005; Gonzalez-Zorn et al., 2005; Wachino et al., 2006), suscitant des
inquiétudes quant a leur large diffusion parmi les isolats de P. aeruginosa et d'autres bactéries
bacilles Gram négatives (Sanders et Sanders, 1986 ; Sanders, 1992 ; Colom et al., 1995 ;
Campbell et al., 1997 ; Hanson et Sanders, 1999).

En outre, chez P. aeruginosa, la pompe d'efflux MexXY est décrite comme la principale
manifestation de la résistance aux aminosides. Cette bactérie acquierent une résistance
augmentée, mais transitoire envers plusieurs classes d’antibiotiques. Aussi, les résultats des
analyses protéomiques indiquent que certaines protéines de la membrane externe sont

surexprimées lorsque P. aeruginosa est mis en présence d’antibiotique (Cockenpot, 2014).

En paralléle, P. aeruginosa peut développer une résistance lors d'un traitement prolongé avec

tous les agents antimicrobiens. Par consequent, les isolats initialement sensibles peuvent
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devenir résistants dans les trois a quatre jours suivant le début du traitement. Le test d'isolats
répétés peut étre justifié CLSI (2014). Ce qui pourrait expliquer certaines lacunes entres les

résultats de I’antibiogramme et I’efficacité de I’antibiotique sélectionné.

Il est connu que la réplication des plasmides est indépendante de celle de chromosome. Ce qui
permet d’avoir différentes souches pour le méme isolat clinique et d’accepter qu’apres
certains repiquages dans un milieu neuf, ne contenant pas I’agent inducteurs (antibactérien),

les isolats peuvent diminuer I’expression de la résistance.

Selon Kettner et al. (1995) et Edelstein et al. (2003) et, les N-amino-acétyltransférases
(AAC) catalysent I’acétylation des fonctions —NH2 et leur modification participe a la
résistance de ces especes a la plupart des aminosides utilisés en thérapeutiques

particulierement a la gentamycine et a I’amikacine.

Le changement des O-nucléotidyltransférases (ANT) qui joue un rdle dans la nucléotidylation

des fonctions —OH rend la bactérie résistante a la gentamycine (Miller et al., 1997).

L’emergence de methyltransférases de I’ARN 16S conférant un haut niveau de résistance a
tous les aminosides utilisés en pratique est un phénomeéne préoccupant qui nécessite un suivi

épidémiologique (Nguyen et Lambert, 2012).

La detection de ces mécanismes peut étre réalisée au moyen des antibiotiques marqueurs qui

vont permettre d'individualiser les phénotypes de résistance (Fauchere, 1997).

Dans notre étude, on a constaté I’existence de 33 souches résistantes a la gentamicine et a la
tobramycine mais sensibles a I’amikacine. On a isolé des souches résistantes avec des profils
qui n’ont pas permis de les attribuer a un phénotype de résistance. Ce qui pourrait montrer

I’existence de certains phénotypes de résistance inhabituels, non déterminés a I’heure actuelle.

La résistance d'origine chromosomique est peu importante, car les génes sont soit peu
exprimés et les souches qui les portent sont faiblement résistantes, soit ils sont non exprimés
et les souches sont parfaitement sensibles. Un codage par des plasmides ou des éléments
génétiques transposables ou des intégrons est plus fréquent. Il explique la diffusion
importante des génes de résistance aux aminosides parmi les souches bactériennes
(Bevilacqua, 2011).

Les pseudomonas possedent des éléments génétiques susceptibles d’acquérir ou de perdre des

genes de résistance aux antibiotiques, décrits sous le nom d’intégrons (Naas et al., 1998;
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Giuliani et al., 2005). Ces intégrons peuvent héberger des cassettes; éléments mobiles
formés d’un gene et d’un site spécifique de recombinaison (Hall et Collis, 1998). Plusieurs
classes d’intégrons ont eté définies ; trois d’entre elles (classes 1, 2 et 3), bien caractérisées,
sont impliquées dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques (Hall et Collis,
1995).

Les pseudomonas possedent des cassettes décrites sur les intégrons de classe 1 (résistance aux
béta-lactamines, aux aminosides, au chloramphénicol, au triméthoprime et a la rifampicine) et

de classe 3 (résistance aux béta lactamines et aux aminosides) (Ploy et al., 2000).

En général, les profils de résistance des souches testées nous a permis de constater que P.
aeruginosa, est capable de développer, au cours du temps, de nouveaux profils de résistance
vis-a-vis les antipseudomonas disponibles. Ceci nécessite plus d’efforts pour qu’on puisse

avoir une idée globale sur les mécanismes de résistance de cette espéce inquiétante.
Résistance aux Antiseptiques

Dans notre étude on a testé trois antiseptiques ; les plus fréquemment utilisés en Algérie ;
I’alcool iodé a 10 %, I’alcool chirurgical et I’eau oxygénee. Nos résultats montrent que I’eau
oxygenée a 10 volume est I’antiseptique le plus efficace sur les souches de P. aeruginosa

testées.

Il existe trois modes d’action possibles des désinfectants : destruction de la membrane
cytoplasmique, réduction des échanges avec le milieu extérieur et destruction par oxydation

du matériel cellulaire (Massicotte et al., 2009).

Les alcools sont actifs sur les bactéries Gram+ et Gram- et agissent rapidement (environ 30
secondes) (Massicotte et al., 2009). Leur activité antimicrobienne est rapide et a large
spectre. lls sont géneralement plus actifs sur les bactéries a Gram négatif que sur celles a
Gram positif (Crémieux et Freney, 1995). Ces agents antimicrobiens perturbent le
métabolisme bactérien en induisant des liaisons au niveau da la membrane et par dénaturation
des protéines (CAPP-INFO, 2007). Cependant les souches testées, dans cette étude, montrent

une résistance trées élevé a cet antiseptique.

L'iode sous forme moléculaire est capable de traverser rapidement la membrane cellulaire.
Comme les autres halogénés, son action, est due a son pouvoir oxydant sur les protéines
enzymatiques et membranaires (CCLIN Paris-Nord, 2000). Il induit la destruction des
protéines membranaires et chromosomiques (halogénation) (CAPP-INFO, 2007).

Evaluation de la résistance et de l'effet post antibiotique

desbéta-lactamines et des aminosides vis a vis des souches pat]hologlq[lles de Pseudomonas aerugrinosa

109



Discussion

Dans notre étude, on a remarqué que seulement un faible taux des souches est inhibé par cet

antiseptique.

L’utilisation du peroxyde d’hydrogene (H202) prend donc tout son sens lors d’une
désinfection terminale (désinfection a large spectre ou de haut niveau). Dans le milieu de la
santé québécois, il utilise des produits a base de peroxyde d’hydrogéne. lls réagissent trés
rapidement avec la matiére (de quelques secondes a quelques minutes, au plus).

La molecule de peroxyde d’hydrogéne est reconnue comme étant un oxydant puissant ; elle
est fortement chargée électriquement. Cette caractéristique induit une mauvaise diffusion dans
la membrane cellulaire (Massicotte et al., 2009). Son mode d’action est basé sur la libération
d’oxygeéne entrainant I’oxydation des systémes enzymatiques. Il a I’avantage de présenter un
large spectre d’activité et une absence de résidus finaux (Bartoli et Dusseau, 1995). Il
entraine une désorganisation de la membrane cellulaire (Maris, 1995). Le H»O. peut
traverser les membranes biologiques et former, le plus puissant des espéces réactives, le
radical hydroxyle (OH), par interaction avec les métaux de transition comme Fe?* et Cu".
(Gardes-Albert et al., 2003; Ahsan et al., 2003), qui interagissent avec les lipides, protéines
et ADN (CAPP-INFO, 2007).

La résistance des micro-organismes était principalement liée a la composition de la membrane

cytoplasmique, qui est a la fois un obstacle physique et chimique.

Les désinfectants, pour étre efficaces, doivent donc étre en mesure de s’attaquer a la
membrane cytoplasmique ou au contenu de la cellule. Ces modes d’action sont basés sur les
interactions moléculaires entre les désinfectants et les composantes cellulaires en présence. Il
ne faut pas oublier que la membrane cytoplasmique posséde une partie polaire (hydrophile) et
une partie hydrophobe (non polaire). Cette derniere necessite I’utilisation de désinfectants qui

attaquent les graisses (lipides) (Massicotte et al., 2009).

De ce fait, I’élément majeur de la résistance est la paroi de la cellule bactérienne. La majorité
des antiseptiques et désinfectants exercent leur action essentiellement au niveau de la

membrane cytoplasmique et doivent donc traverser la paroi.

La résistance acquise aux desinfectants et antiseptiques est moins fréquente que celle
observée avec les antibiotiques, probablement en raison de la multiplicité des sites d'action
des désinfectants et antiseptiques. Il résulte généralement de changements génétiques a
I’intérieur de la cellule (CAPP-INFO, 2007).
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Comme P. aeruginosa appartient au spectre théorique de ces antiseptiques, il est probable que
la tolérance des souches testées a ces produits montre qu’elles sont protégées par une
enveloppe cellulaire spéciale qui les protege contre les agressions par I’alcool (minimum de
lipide et de protéines), et aussi contre I’alcool iodé qui altére la membrane cytoplasmique par
désorganisation de la bicouche lipidique provoquant la fuite, ou traverse la membrane externe
ou la paroi bactérienne par diffusion passive. Cette enveloppe n’a pas protégé ces souches
contre I’action de H»O> qui est fortement chargée électriquement ; induit une mauvaise
diffusion dans la membrane cellulaire et présente un mode d’action basé sur la libération
d’oxygéne entrainant une oxydation. Ce qui pose la question de chercher la différence
majeure qui différe I’enveloppe de cette espéce des autres espéces a Gram négatif.

Les résultats de I’antiseptogramme montrent aussi que les souches de cette espece peuvent
présenter certaine résistance a la chloration ou certaines concentrations peuvent avoir

seulement un effet bactériostatique.

Il est accepté par la communauté scientifique que la membrane externe est responsable des
réponses variables aux antibiotiques et aux antiseptiques. Elle difféere de fagon importante
entre les genres. Celle des bactéries a Gram-, et la paroi des Mycobactéries jouent un réle de
barriere imperméable et sont responsables des résistances naturelles aux composés
antibactériens. La structure de la paroi (premiere interface entre les bactéries et les molécules)
est importante pour la compréhension de I’efficacité et du mécanisme d’action des composés
antibactériens (Maillard, 2002). Donc, en terme de sensibilité aux antibiotiques et aux

antiseptiques, la structure et la composition de la membrane externe est intéressante.

Dans la littérature quelques travaux publiés, montrent la possibilité de I’acquisition des

résistances croisees entre les antibiotiques et entre les antibiotiques et les antiseptiques.

La non disponibilité d’un logiciel d’analyse de la variance a plusieurs criteres des donnees
qualitatives s’est opposé a la mise en évidence de degré de corrélation entre les différentes
données de sensibilité des souches testées aux différents antibactériens choisis dans cette
étude. Mais, en général, la comparaison des résultats des profils de sensibilité des souches
collectées vis a vis les antibiotiques et les antiseptiques, nous a permis de remarquer que des
souches sensibles aux antibiotiques sont résistantes aux antiseptiques et tolerent les
concentrations de chlorations les plus élevées (2%) testées dans cette étude. Ce qui permet
d’accepter, qu’il se pourrait que les souches de P. aeruginosa sensibles aux antibiotiques sont

des fois des souches persistants en milieu hospitalier, donc elles pourraient étre les plus
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dangereuses sur le plan probabilité d’infection car elles sont capables d’acquérir rapidement

une résistance par transfert horizontal.

En outre P. aeruginosa est un micro-organisme omniprésent présent de nombreux
environnements (Harris et al., 1984 ; Pitt, 1998); il peut étre isolé de diverses sources, y
compris les plantes, les animaux et les humains. La capacité de cette bactérie a survivre avec
des exigences nutritionnelles minimales et de tolérer une variété de conditions physiques lui

permis de persister a la fois dans la communauté et I'hopital (Pollack, 1995)

En addition, P. aeruginosa est rarement un membre de la flore microbienne normale chez
I'nomme ; les taux de colonisation représentatifs pour des sites chez I'nomme sont de 0 a 2%
pour la peau, de 0 a 3,3% pour la muqueuse, de 0 a 6,6% pour la gorge et de 2,6 a 24% pour
les échantillons des feces (Morrison et Wenzel, 1984). Cependant, les taux de colonisation
peuvent dépasser 50% pendant I'hospitalisation (Pollack, 1995) en particulier chez les
patients ayant subi un traumatisme ou une breche dans la peau ou la muqueuse par ventilation
mécanique, trachéotomie, cathéters, chirurgie, ou des brilures graves (Thuong et al., 2003 ;
Valles et al., 2004 ; Ohara et Itoh, 2003). Les patients avec une immunité altérée ont des
risques plus élevés pour la colonisation par cet micro-organisme (Pollack, 1995), et la
perturbation de la flore microbienne normale résultant de la thérapie antimicrobienne a
également été montré pour augmenter la colonisation par P. aeruginosa (Blanc et al., 1998 ;
Bonten et al., 1999 ; Takesue et al., 2002).

Malgré les efforts radicaux dans le contr6le de I’infection et les améliorations dans le
diagnostic moléculaire, I’origine et la source des géenes de résistance dans le monde sont mal
connues et des travaux récents suggérent que les animaux domestiques et sauvages,
I’environnement mais également le tube digestif des mammiferes et des humains pourraient
représenter un réservoir et une source importante de genes de résistance susceptibles d’étre

transmissibles a I’lhnomme (Al Bayssari, 2015).

De ce fait cette bactérie pourrait échapper a [I’inhibition par toutes les molécules
antibactériennes. Cette probabilité demande de mettre I’accent sur les moyens de prévention
pour limiter les cas d’infections par les Pseudomonas contre lesquelles I’antibiothérapie est
difficile.

Ces données nous orientent a penser d’accentuer quelques travaux sur la qualité de

microbiote? Pourquoi pas les cliniciens ne pratiquent pas des lavages intestinaux des patients
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hospitalisés avant d’entamer une antibiothérapie et mettre des exigences d’hygiene
corporelles et locales strictes dans les établissements de santé?

L’ONERBA (2001) déclare que la surveillance de la résistance au sein des especes
bactériennes permet de détecter I’apparition de souches de comportement anormal. Il s’agit de
I’apparition souches de P. aeruginosa resistantes, de souches de sensibilité diminuée
annoncant la présence d’un mécanisme pouvant constituer la premiere étape d'une évolution

vers la résistance.
Concentrations inhibitrices (CMI, CMB)

Dans notre étude, les valeurs des CMI et CMB sont confirmées dans les conditions standards
recommandées par le CA-SFM (2013).

Selon, Courvalin et al. (1985), pour de nombreux couples espéce bactérienne-antibiotique,
pour lesquels la résistance acquise est trés marquée et entraine un comportement
phénotypique clairement différent du comportement sauvage ou sensible, I’utilisation des
valeurs critiques et la catégorisation des souches en S, | ou R permet de surveiller la résistance
acquise. Dans ces cas, les concentrations critiques et les diameétres critiques separent sans
ambiguité la population bactérienne sensible des populations intermédiaires et résistantes.
C’est le cas notamment de P. aeruginosa et de la ticarcilline, de la ceftazidime, de
I’imipeneme.

Pour d’autres couples espéce bactérienne-antibiotique, la résistance acquise ne se traduit pas
par le changement de catégorie clinique, soit parce que I’expression phenotypique est peu
marquée, soit en raison de I’extréme sensibilité naturelle de I’espece a I’antibiotique en
question. Pour ces couples, I’utilisation des valeurs critiques ne permet pas de déceler la
résistance acquise, les souches de sensibilité diminuée n’étant pas classées dans la catégorie |
ou R. C’est le cas, par exemple P. aeruginosa de sensibilité diminuée aux aminosides, en
particulier a la tobramycine et a I’amikacine (Courvalin et al., 1985). Dans ces cas, il y a
avantage a exprimer les résultats sous forme quantitative (diametre de la zone d’inhibition,
CMI) pour individualiser les souches de sensibilité diminuée, et donc suivre I’évolution de
leur prévalence (ONERBA, 2001). Ce qui pourrait expliquer les résultats de notre étude pour
quelques souches, ou les zones des diamétres d’inhibition de I’antibiogramme ne concordent

pas avec les valeurs des CMI.
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Des résultats similaires sont présents dans I’étude de Wolff et al. (2009) qui ont conclu que
d’échecs cliniques pourrait étre du, entre autres, au phénomeénes de sélection de mutants
résistants, surtout si I’infection est due a un micro-organisme présentant une CMI élevée tout
en restant interprété comme sensible lors de la lecture de I’antibiogramme (Wolff et al.,
2009).

La littérature montre que les aminosides sont des antibiotiques bactéricides. Alors que nos
résultats montrent que pour les isolats cliniques testés, la gentamycine et I’amikacine,
montrent des effets variables sur les souches testées. Pour certaines souches, sensibles sur
antibiogramme par diffusion sur milieu gélose, on remarque un effet bactériostatique ou une
tolérance des rapports CMB/CMI>16. En outre, pour d’autres souches caractérisees comme
résistantes par I’antibiogramme et par la détermination des CMI, les aminosides testés

peuvent présenter un effet bactéricide avec un rapport CMB/CMI<4

La comparaison des résultats de détermination des concentrations inhibitrices (CMI, CMB,
CMB/CMI) a permis de remarquer que des souches résistantes a la gentamycine présentent les
rapports CMB/CMI elevés pour I’amikacine. Ce dernier qui presente une efficacité
remarquable, ne montre qu’un effet bactériostatique. Ces souches sont généralement inhibées
par un effet bactériostatique avec un rapport CMB/CMI >4 ou méme présentent une tolérance
a I’amikacine. Ce qui pourrait expliquer quelques échecs thérapeutiques face a des résultats

qui n’ont pas eté comptabilisés lors de lecture d’un antibiogramme.

Ces données montrent que les résultats de I’antibiogramme peuvent estimer la probabilité
d’avoir des poussées des CMI pour quelques antibiotiques qualifies comme efficaces selon
cette méthode.

L’imipenéme, dans la littérature, est un antibiotique bactéricide, alors que les résultats de
notre étude montrent des effets variables vis-a-vis les souches testées ; les rapports CMB/CMI
varient entre 1 et 32. La comparaison des resultats de I’antibiogramme avec ceux des valeurs
de rapports CMB/CMI n’a pas révéle une relation directe de la sensibilité des souches a
I’imipenéme avec son action. Quelques souches sensibles montrent des valeurs >4 et méme
des valeurs> 16, alors que pour d’autres souches résistantes cet antibiotique présente des

rapports CMB/CMI=1; ce qui lui confere un effet bactéricide.

La porine OprD de P. aeruginosa est une porine spécifique au substrat (Trias et Nikaido.a,
1990; Trias.b, 1990). Elle semble servir de portail d'entrée privilégié pour les carbapénemes,

et la perte d'OprD de la membrane externe diminue significativement la sensibilité de P.
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aeruginosa a carbapénémes disponibles (Satake et al., 1991 ; Kohler, et al., 1999 ;
Mushtaq et Livermore, 2004 ; Sakyo et al., 2006). Il a été montré qu’elle facilite la
diffusion des acides aminés basique, les petits peptides qui contiennent ces acides amines et

les carbapénemes dans la cellule (Trias et Nikaido, 1990a ; Trias et Nikaido, 1990b).

La perte de la porine résulte de mutations inactivant le géne oprD ou se traduisant par des
substitutions d'acides aminés responsables de ses altérations structurales. Le gene oprD peut
également étre reprimé par certains régulateurs de pompes d'efflux telles que MexEF-OprN
(Richardot, 2015).

L’impact relatif sur la puissance antibactérienne des carbapénémes, peut étre mesuré par les
augmentations des CMI (Sakyo et al., 2006). Ce qui pourrait expliquer les poussées des CMI

observées pour les souches cliniques testées.

Les données de I’étude de Sakyo et al. (2006) ont montré que pour des paires mutantes
isogéniques "sauvage" et déficientes en OprD, la perte d'OprD diminue la sensibilité de P.
aeruginosa a 16 fois pour I'imipenéme. Le deuxiéme aspect de la résistance médie par OprD a
considérer est I'impact clinique sur les carbapénémes. Bien que la perte de L'OprD peut avoir
un effet moindre sur la sensibilité a I'imipeneme (basé sur les changements dans les CMI), ce
mécanisme de résistance pousse souvent les CMI de I'imipeneme au-dessus de point d'arrét de
la résistance. Dans I’étude de ces derniers, tous les 10 mutants déficients en OprD ont perdu
leur sensibilité a I'imipenéme, avec CMI de 4 pg/ml (Sakyo et al., 2006).

Les études de (Brown et Traczewski, 2005 ; Sakyo et al., 2006) montrent que I'impact de la
déficience en OprD sur la puissance des carbapénémes n’est pas toujours de pousser les CMI
au-dessus du point critique de sensibilité.

Selon Lister et al. (2009), il semble que P. aeruginosa utilise de multiples débuts des sites et
mécanismes transcriptionnels pour réguler I'expression de l'oprD, selon les conditions de

croissance rencontrées (milieu de culture bouillon Mueller Hinton).

La régulation de la transcription oprD est directement ou indirectement, a travers des facteurs
non identifiés conduisant a la résistance a l'imipenéme chez les isolats de P. aeruginosa
(Ochs et al., 1999).

De plus au nivaux moléculaire, la grande imperméabilité de la membrane externe de P.
aeruginosa peut jouer un réle important en permettant la surproduction AmpC pour pousser

les CMI au-dessus du seuil de résistance (Hancock et Brinkman, 2002). Alors que la
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résistance a la plupart des R-lactames apparait comme résultat de la surproduction AmpC.
Cependant, une relation définitive entre P. aeruginosa, AmpC et la sensibilité au
carbapénémes reste convoluté. Des souches déficientes en AmpC de P. aeruginosa ont éte
créées grace a l'exposition d'échange allélique qui augmente significativement la sensibilité a
l'imipeneme >4 fois (Masuda et al., 2000) De méme, des isolats supplémentaires de P.
aeruginosa, définis comme AmpC déficient peuvent encore produire AmpC, montrent
également une sensibilité augmentée a I'imipeneme (Livermore et Yang, 1987 ; Livermore,
1992 ; Mushtaq et Livermore, 2004). Ces données suggérent que I’AmpC peut jouer un réle
dans le niveau de sensibilité intrinséque de P. aeruginosa aux carbapenéms. En revanche, les
données publiées ont suggéré que la surproduction d’AmpC ne joue pas un réle discernable
dans le développement de la résistance a ces molécules chez les isolats de P. aeruginosa.
Parmi les mutants isogeniques sélectionnés avec les B-lactames, la surproduction AmpC ne
diminue pas la sensibilit¢ de P. aeruginosa aux carbapénemes (Gates et al., 1986 ;
Livermore, 1992 ; Mushtaq et Livermore, 2004 ; Wolter et al., 2005). En outre, la
surproduction d’AmpC dans des isolats cliniques de P. aeruginosa sensibles aux

carbapénémes ont été signalés.

Le processus d'induction AmpC nécessite la liaison d'un inducteur inhibiteur de B-lactame ou
de R-lactamase (par exemple : céfoxitine, imipenéme, ou clavulanate) aux protéines de liaison
a la penicilline (PBP) (Oliva et al., 1989 ; Sanders et al., 1997 ; Pfeifle et al., 2000).
L'induction de AmpC ne résulte pas des interactions de toutes les [3-lactames avec les PBP, il
est clairement possible qu’il existe quelque chose de spécifique sur les interactions de

I'induction des composes tels que la céfoxitine, I'imipenéme et le clavulanate.

Les données de I’étude de Moya et al. (2009) avec P. aeruginosa,ont démontré que la perte
du non-essentiel protéine PBP4 de faible poids moléculaire est associée a I’augmentation de
I'expression de I'ampC et dérépression partielle de ampC. Bien que ces expériences aient
clairement démontré une association entre PBP4 et la dérépression de I'ampC, les auteurs ont
conclu que PBP4 joue un rble dans l'induction ampC. Cependant, Moya et al. (2009),

suggerant que PBP4 n'est pas essentiel pour la voie d'induction (Moya et al., 2009).

Campbell et al. (1997) ont decrit trois phénotypes suivants I'expression de I'ampC: bas (type

sauvage), modérée, haut niveau (constitutive) (Campbell et al., 1997).

Une autre complexité est que Les souches de P. aeruginosa surproductrices d'AmpC ne

présentent pas de mutations dans la région intergénique (ampR, ampD, ou I'ampR-ampC) et
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ne présentent pas de changements dans le niveau d'expression de I'ampD (Juan et al., 2005 ;
Schmidtke et Hanson, 2008; Wolter et al., 2007).

La sensibilité aux R-lactames n'a pas été associée a des changements de niveau d'expression
de I'ampC (Hancock et Brinkman, 2002).

Ce qui pourrait expliquer les valeurs élevées des CMI caractérisées dans notre étude ; les
différences entre les résultats de I’antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé et ceux de
détermination des CMI, peuvent étre dues au temps nécessaire pour I’induction, la déficience
en OprD et/ou le retard de croissance des souches exposées a des concentrations decroissantes
de I’antibiotique au tour de disque de I’antibiotique. Ce qui nécessite un temps d’adaptation
ou de production des métabolites qui contrdlent la diffusion des substrats pour les cellules
existantes dans la zone de diffusion de I’antibiotique par rapport aux autres qui se retrouvent
dans un environnement exempte (loin) de celui-ci. Alors que ces derniéres épuisent les
sources des nutriments et liberent des métabolites secondaires qui pourraient jouer un role
secondaire dans la production des signaux diffusibles dans le milieu de culture. Ce dernier qui
est un milieu non renouvelée (croissance en batch) met des limites physiques, chimiques et

méme nutritionnelles.

L’étude de Vettoretti (2009), a révelé chez la plupart des porteurs chroniques une
diversification parfois extréme des profils de résistance au cours du temps. Aucun clone
n'était partage entre 6 patients étudiés, traduisant I'absence de contamination croisée pendant
la période de I’étude (1998-2006). Le plus souvent, la souche de primo-colonisation évolue
pour donner naissance a des sous-populations dont les niveaux de résistance fluctuent;
certaines d'entre elles évoluent vers la mutirésistance, d'autres, au contraire, deviennent
hypersensibles a certains antibiotiques. Ainsi, dans prés de 30 % des cas et chez prés d'un
patient sur deux, les souches deviennent hypersensibles aux Béta-lactamines. lls ont montré
que ce phénotype particulier, analysé chez 11 isolats résulte d'un déficit dans le systéme
d'efflux actif MexAB-OprM pouvant impliquer, soit la sous-expression du gene mexB, soit la
production d'une protéine MexB ou MexA altérée. Chez d'autres isolats, le systeme MexAB-
OprM est a priori intact, mais non fonctionnel. Ces resultats montrent queP. aeruginosa peut
s'adapter in vivo a la pression exercée par les aminosides en modifiant non plus, la quantité de
systemes d'efflux produite, mais la pompe elle-méme. Toutefois, cette substitution n'explique
gu'en partie les hauts niveaux de résistance (augmentation des CMI d'un facteur de 16)

conférés par le systeme MexXY (PprM) chez certaines souches ; ce qui suggere la présence
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de mécanismes additionnels susceptibles de moduler I'efficacité de cette pompe (Vettoretti,
2009).

Les mécanismes les plus complexes et intrigants ayant un impact la transcription de oprD
peuvent-étre ceux qui sont liés a la régulation de I'expression de la pompe d'efflux mexEF-
oprN (Kohler et al., 1999). Ces mécanismes de corégulation mettent en évidence la
complexité a laquelle P. aeruginosa est capable de réguler I'expression de mécanisme de la
résistance et c’est pourquoi il est parfois difficile de lier définitivement les phénotypes aux

changements dans un mecanisme specifique (Lister et al., 2009).

En outre, Les pompes d'efflux ont été catégorisées en cing superfamilles, basées
principalement sur l'identité de la séquence d'acides aminés, la source d'énergie nécessaire
pour conduire I'exportation, et les spécificités de substrat des différentes pompes (Saier et al.,
1998 ; Van Bambeke et al., 2000).

Les pseudomonas sont des bactéries qui cumulent de nombreux mécanismes de résistance aux
antibiotiques, imposant une demande réguliere de confirmation de I’efficacité des molécules a
choisir (Widmer et al., 1993; Pellegrino et al., 2002).

De ce fait les souches de cette espece pourraient échapper a I’inhibition par toutes les
molécules antibactériennes. C’est vrai que les études de la surveillance nationale et
internationale fournissent des données importantes a prendre en considération. Mais ces
études n'abordent pas le potentiel de taux de la résistance dans les communautés individuelles
et les hoépitaux de méme région geographique. Donc la prévalence des souches

multirésistantes est encore un défi thérapeutique plus sérieux.

Dans notre étude, la comparaison des résultats des antibiogrammes et ceux de
I’antiseptogrammes n’a pas révelé une corrélation entre la résistance aux antibiotiques et aux
antiseptiques testés; autrement dit, I’existence d’une résistance croise entre béta-
lactamines/aminosides/alcool/alcool iodé/eau oxygenée/ chlore. Quelques souches sensibles a
la totalité des antibiotiques testées sont les plus résistantes aux antiseptiques testés. Ce qui
montre que les souches les plus sensibles aux antibiotiques peuvent étre les plus persistantes

en milieu hospitalier, alors qu’elles n’ont jamais fait I’objet d’un projet de surveillance.

La littérature confirme que cette bactérie a un pouvoir pathogéne particulier sur les personnes
dont les barriéres sont altérées. Donc la question qui s’oppose : est ce que vraiment les

souches multirésistantes qui menacent les personnes hospitalisées ou se sont celles qui sont
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persistantes dans I’environnement des malades et peuvent développer des résistances apres

colonisation ?

Cette probabilité demande de mettre I’accent sur les moyens de prévention pour limiter les cas

d’infection par les Pseudomonas contre lesquelles I’antibiothérapie est difficile.

En plus, les résultats de I’antiseptogramme montrent un effet puissant de peroxyde
d’hydrogéne par rapport a I’alcool et a I’iode et une résistance a certaines concentrations de
I’eau chlorée permettent de penser qu’il se pourrait que la capacité de cette bactérie a
s’échapper a I’action des antimicrobiens soit due a une richesse enzymatique puissante

extracellulaire et/ou lipolysaccharides périphériques.

La lutte contre les bactéries résistantes doit étre une lutte quotidienne. Donc I’isolement de
plus en plus fréquent de ces bactéries, n’est pas une fatalité et la diminution de I’incidence et
de la prévalence doivent passer par des mesures d’hygiene et une meilleure utilisation des

antibiotiques en pratique quotidienne.

L’OMS appelle aussi I’attention de tous sur la nécessité de mettre au point de nouveaux
produits de diagnostic, de nouveaux antibiotiques et d’autres outils pour permettre aux
professionnels de la santé de garder leur avancé sur la progression des résistances. Les efforts
mondiaux passer ont par la mise au point d’outils et de normes et I’amélioration de la
collaboration dans le monde pour assurer le suivi de la pharmacorésistance, mesurer ses

impacts sanitaires et économiques, et concevoir des solutions ciblées.

Le rapport de la région africaine de I’OMS fait état de lacunes majeures dans le suivi de la
résistance aux antibiotiques dans la Région africaine, des données n’étant rassemblées que
dans un nombre limité de pays. Bien qu’il ne soit pas possible d’évaluer la véritable ampleur
du probléme, compte tenu du manque de données, celles dont ils disposent sont inquiétantes.
Une résistance importante est constatée pour plusieurs bactéries qui se sont propagées dans les

hopitaux et les communautés (OMS, 2014).

Hoffman et al. (2005), Davies et al. (2006) et Tsai et al. (2015) déduisent que les
concentrations subinhibitrices des antibiotiques peuvent agir comme des molécules signal et
moduler les phénotypes bactériens (Hoffman et al., 2005 ; Davies et al., 2006 ; Tsai et al.,
2015). De méme, les analyses transcriptomiques et protéomiques révelent que le sous-
inhibition des doses d'antibiotiques peuvent causer des changements significatifs dans les
profils d'expression des génes chez P. aeruginosa (Lin et al., 2005 ; Davies et al., 2006 ;
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Aminov, 2009 ; Subrt et al., 2011, Tsai et al., 2015). Donc ces résistances relevent d’un
mécanisme biochimique dont le support est génétique et elles peuvent étre transmissibles a
d’autres bactéries (Wright, 2005).

En revanche, Selon Wax et al. (2008), les mécanismes de résistance des bactéries ne sont pas
apparus suite a I’utilisation des antibiotiques, ils existaient bien avant afin de permettre a
celles-ci de survivre en présence d’antimicrobiens environnementaux. Cependant leur

introduction a favorisé une pression selective pour certaines résistances.

Les systemes de résistance aux antibiotiques des bactéries peuvent étre d’origine intrinséque,
comme une membrane perméable, un état physiologique particulier, ou provenant d’éléments
mobiles, comme les transposons, intégrons et plasmides. Ils fonctionnent généralement selon
un des quatre modes d’actions qui inclut : I’altération ou la modification de la cible,
I’inactivation de la molécule antibiotique, la réduction de son entrée dans la cellule et son

expulsion vers le milieu externe.

Dans notre étude, on a remarqué que la diminution des zones d’inhibition pour certaines
souches peut s’accompagner d’une poussee des CMI ver la catégorie intermeédiaire ou

résistante méme si ces zones d’inhibition permettent d’inclure la souche dans la catégorie S.

Les souches résistantes présentent des CMI treés élevées. Pour deux souches on n’a pas pu
déterminer les CMB a cause de la turbidité marquée par la concentration trés élevée de

I’antibiotique.

Malgré la large distribution de P. aeruginosa dans la nature et le potentiel d'infections
acquises dans la communauté, les infections graves par P. aeruginosa sont principalement

acquises a I'népital.

Cette bactérie présente un défi thérapeutique seérieux lors du traitement des infections
nosocomiales et communautaires ou la sélection de I'antibiotique approprié pour initier la
thérapie est essentielle pour optimiser les resultats cliniques (Amazian, 2010).
Malheureusement, la sélection de l'antibiotique le plus approprié est compliquée par la
capacité de P. aeruginosa a développer une résistance a plusieurs classes d'agents

antibactériens, méme au cours du traitement d’infection par cette bactérie.

De plus, les deux derniéres décennies ont vu un déclin marqué de la découverte et de
développement de nouveaux antibiotiques et une augmentation remarquable de la résistance a

ceux qui sont actuellement disponibles. Ces données suggérent que la résistance est
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progressivement en augmentation. Cependant, une enquéte plus approfondie est nécessaire, et

les études moléculaires sont essentielles pour identifier les mécanismes de résistance.
Effet post antibiotique

La comparaison des résultats de I’antibiorésistance des souches testées nous a permis de poser
I’hypothese si les antibiotiques testés, méme en présence d’une résistance, ils peuvent
atteindre leurs cibles et exercent leurs actions a des concentrations critiques. En parallele, les
mécanismes proposes par lesquels I’effet post antibiotique(EPA) se produit comprennent a la
fois des dommages non létaux induits par I'agent antimicrobien et une persistance limitée de
I'agent antimicrobien au niveau du site de liaison bactérien. La combinaison spécifique
microorganisme-antimicrobien est le facteur le plus important pour influencer la présence et
la durée de I’EPA (Spivey, 1992). Donc, ce mécanisme correspond a une fixation de

I’antibiotique sur les cibles bactériennes.

L’EPA est défini comme la persistance de I’effet inhibiteur alors que I’antibiotique n’est plus
présent dans le milieu ou comme le temps minimum pour que les bactéries retrouvent une

vitesse de croissance normale.

Des facteurs supplémentaires sont les combinaisons d'antimicrobiens et les conditions
expérimentales, y compris la concentration antimicrobienne et la durée de I'exposition aux
antimicrobiens (Spivey, 1992). Ce qui permet de juger que I’effet post antibiotique influence

la cinétique de I’antibiotique.

La dose infectieuse de P. aeruginosa varie selon les souches et les modes de transmission,
donc elle est difficile a établir. Des études faites chez la souris permettent d’estimer que cette
dose généralement est de 2.7(10))UFC. Ce qui suggeére une dose infectieuse chez I’homme
relativement élevée (Mena et Gerba, 2009). En addition, I’activité des carbapénemes n’est
pas influencee par I’effet inoculum, contrairement aux autres B-lactamines. Il existe un effet

post-antibiotiquesur les bactéries a Gram negatif (Grare, 2009).

Raisons pour lesquelles, on a testé les concentrations CMI, CMB, 10CMI avec trois temps de
contact (durée d’exposition) de 0.5h, 1h et 2h contre un inoculum standard au voisinage de
10’"UFC/ml.

Notre étude a permis de mettre en évidence I’existence d’un effet post antibiotique des deux
antibiotiques testés (amikacine, imipenéme) sur les souches cliniques choisies ; méme si elles

sont résistantes a I’antibiotique en question.
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Les R3-lactames et les aminosides sont des antibiotiques hydrophiles (Pea et al., 2005). Ils
traversent la membrane externe a travers des canaux de porine (Nikaido, 1989 ; Yoshimura
et Nikaido, 1985). Donc, la perte de porines spécifiques, peut diminuer la sensibilité de P.
aeruginosa a certains agents antibactériens.

Cependant dans notre étude, on a pu mettre en évidence I’existence d’un effet post
antibiotique méme pour les souches qualifiées comme résistantes. Ce qui montre que

I’antibiotique a atteint ses sites de fixation et a exercé une action sur les cellules.

En générale, I’amikacine a montré un effet post antibiotique pour les souches testees. Cet effet
est supérieur a 8h a I’exception des cellules exposées 0.5h a la concentration CMI ; ou on a
observé un EPA court. Il est de 2.36h pour la souche S214, de 6h pour la souche S314 et de
6.25h pour la souche S914.

Les concentrations les plus élevées ont permis d’avoir un EPA avec régression des taux
cellulaires a OUFC/mI. Ces derniers sont observés a des intervalles différents qui varient entre
Oh et 7h selon la souche, la concentration de I’antibiotique et le temps de contact.

Aussi on a remarqué qu’il n’existe pas de difference entre I’effet de CMB et celui de 10CMI.

Dans notre étude, La prolongation de temps de contact avec I’amikacine a 2h (Figure 28.C),
pour la souche S914, a permis d’observer une régression des taux cellulaires pendant le temps
de contact. On a remarqué aussi que la vitesse d’inhibition la plus élevée est celle de la
concentration CMB ; elle est plus importante que celle de 10CMI. Alors que la CMB=8CMI,
donc elle est inferieure al0CMI. Mais les diminutions des taux sont proches de 1 log

seulement. Par contre la mise en contact d’une heure a permis d’avoir un taux de OUFC/ml.

Aussi, Pour un temps de contact de 30min, la figure 28.A permet de remarquer que le tempsde
2,5h apres élimination de I’antibiotique est le point de départ d’une phase particuliere
d’évolution des taux; les cellules exposées a la concentration CMI entrent en phase
stationnaire apres une phase de déclin, les cellules exposées a la concentration 10CMI
commencent une phase logarithmique de destruction et celles exposées a la concentration
CMB sont inhibées totalement et présentent un taux de OUFC/ml. Sachant que les courbes des

témoins montrent que le temps de génération des souches est au voisinage de 45min.

La prolongation du temps de contact a 1h et a 2h (figure 28.B, 28.C) a permis d’avoir une
inhibition de la totalité des cellules. Alors que le contact pendant 0.5h seulement n’a pas
permis d’avoir OUFC/mI pour la concentration CMI.
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Ceci concorde avec les données de la littérature, pour les souches sensibles, qui mentionnent
gue les aminosides sont des antibiotiques concentration-dépendant. Les résultats de notre
étude montrent que méme si la souche est résistante a I’amikacine, ce dernier peut atteindre le

site d’action apreés exposition a des concentrations critiques.

Apres une demi-heure de contact avec la concentration CMI, la comparaison des
comportements des différentes souches testées, pour la recherche de I’effet post antibiotique
(Figures : 25.A, 26.A, 27.A, 28.A, 29.A), nous a permis de remarquer que seulement, les taux
de la souche S16513 a montré un effet post antibiotique avec une diminution jusqu’a
OUFC/ml. Le rapport CMB/CMI de cette souche est de 16 ; Ce qui permet de classer cet
antibiotique comme bactériostatique.

Les taux cellulaires des autres souches restent presque constants apres élimination de
I’antibiotique. Alors que les taux de la souche S914 ont montré une diminution pendant 2h

suivie par une stabilité pendant 3h, ensuite on remarque une progression exponentielle.

La diminution des taux cellulaires s’expliquerait par I’action de I’antibiotique sur quelques
cellules. Donc il existe une portion de la population bactérienne qui a échappé a I’action de
cet antibiotique dans les conditions déterminées. Mais la phase caractérisee par un taux
constant, est ce qu’elle présente le taux des cellules qui ont pu échapper a I’action de

I’antibiotique?

Si c’est le cas, donc, le temps nécessaire pour I’élimination de I’antibiotique dans ces
conditions expérimentales est de 4.5h. Les autres souches aussi présentent une phase avec des
taux constants, mais elle est plus longue. De ce fait méme les souches sensibles peuvent
combattre I’action dans ces conditions.

La souche S914 est caractérisee comme reésistante sans possibilité de détermination de son
phénotype de résistance aux aminosides selon le tableau de Fauchere. Elle est sensible
uniquement a la tobramycine, sa CMI est de 80mg/ml et une CMB de 640mg/l ; donc un
rapport CMB/CMI=8 ; ce qui qualifie I’amikacine comme bactériostatique vis-a-vis cette
souche. Par contre la gentamycine a une action bactéricide sur cette souche avec une CMI de
32mg/l et un rapport CMB/CMI=4, donc elle est plus active, contrairement aux données de la

littérature, qui la considére moins puissante que I’amikacine vis-a-vis les pseudomonas.

Les taux cellulaires de la souche S1114 restent constants pendant le temps de contact et aprés
élimination de I’antibiotique. Ceux de la souche S214 restent aussi constants pendant le temps
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de suivi avec une diminution 3h aprés élimination de I’antibiotique, mais progressent aprés 1h

pour arriver au mémes taux initiaux apres 1h.

En géneral, les résultats indiquent que I’exposition pendant une demi heure seulement a
permis d’observer un ralentissement de croissance bactérienne méme apres élimination de
I’antibiotique ; ce qui prouve la fixation de I’antibiotique aux cellules et I’existence d’une

action inhibitrice.

La comparaison des résultats des figures 25.B, 26.B, 27.B, 28.B, 29.B, nous a permis de noter
une diminution des taux cellulaires des souches S1014 et S914, pendant le temps de contact,
mais et différentes variations comparable aux différentes phases de croissance cellulaire
(stationnaire /latence, exponentielle, déclin)apres élimination de I’antibiotique sans dépasse
llog. Les taux de la souche S914 font I’exception ; ils montrent, aprés élimination de
I’antibiotique, une augmentation suivie d’une régression tres accélérée ;ils arrivent a OUFC/ml
dans 1h. Alors que, les taux des cellules de la souche S1114 n’ont montré aucune évolution
pendant le suivi ni pendant le temps de contact avec I’amikacine ni aprés élimination de cet
antibiotique. La souche S214 a montré une augmentation pendant le temps de contact mais
apres élimination de I’antibiotique, on observe une phase stationnaire suivie d’une phase de

déclin qui se termine par une destruction totale des cellules.

Seulement les taux de la souche S16513 arrivent a OUFC/mI aprés un contact d’une heure a la
concentration CMI (figure 25.B). Cependant, apres 5h30min de I’élimination de I’antibiotique
on remarque une augmentation du taux des cellules vivantes au voisinage de 2log. Le site
d’action de I’amikacine est ribosomal, donc la persistance de I’inhibition aprés élimination de
I’antibiotique est la preuve de I’accés de cytoplasme. L’augmentation du nombre pourrait étre
la conséquence de I’existence de défense cellulaire (systeme d’efflux/enzyme de degradation/

et/ou le temps nécessaire pour la réparation cellulaire) sans faculté de formation des colonies.

La comparaison des résultats de I’évolution des taux cellulaires apres une demi-heure et une
heure de contact (Figure 26.A, 26.B), nous a permis de constater que la prolongation du temps
d’exposition a la concentration CMI pour la souche S1014 a donné un effet post antibiotique
afin de s’adapter/résister plus a la présence de cet antibiotique. Les variations des taux des
cellules n’ont pas dépassé 2log équivalent de 50% des cellules exposées. Alors qu’ils ont
diminue jusqu’au OUFC/mI pour toutes les souches exposées une demi-heure seulement a

cette concentration.

Aprés élimination de I’amikacine, les taux cellulaires de la souche S1014 ((Figure 26.B),
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exposées une heure aux différentes concentrations arrivent a OUFC/ml, aprés 6h pour les
cellules exposeées a la concentration CMI, 5h pour celle de la CMB. Celles de 10CMI, qui est
la concentration la plus élevée par rapport aux autres concentrations testees, arrivent a
OUFC/ml apres 1h

Aprés exposition de deux heures aux concentrations testées (figure 26.C), a permis de
remarquer que les taux des cellules vivantes ont diminue. lls arrivent a OUFC/ml pour les
cellules exposées a la concentration 10CMI. La diminution des cellules exposées a la
concentration CMB(4CMI) est inférieure a 2log. Alors que celle des cellules exposées a la
concentration CMI est supérieure & 2log. Apres élimination de I’antibiotique, les taux des
cellules exposées aux concentrations CMI et 10CMI augmentent directement pendant 1’une
demi-heure qui suit, alors que ceux des cellules exposées a la concentration CMB continuent a
diminuer dans cette demi-heure. C’est vrai que ces taux montrent une augmentation une demi-
heure plus tard mais, ils arrivent a OUFC/ml apres 1h30min pour les cellules exposées a la
concentration 10CMI, aprés 3h pour les cellules exposées a la concentration CMB et aprés 5h

pour les cellules exposées a la concentration CMI.

La comparaison des évolutions des taux des cellules, exposees deux heures a la concentration
CMI de chaque souche (Figure 25.C, 26.C, 27.C, 28.C, 29.C) nous a permis de remarquer
gue seulement les taux de la souche S1114 n’ont pas arrivé a OUFC/ml.

Les deux souches (S16513, S1114), qui ont montré un effet post antibiotique avec régression
jusqu’a OUFC/ml apres un contact d’une demi-heure a la concentration CMI (figure 25.A,
27.A), montrent des phases semblables au point de vu temps de variation des taux mais avec
des vitesses variables.

La résistance a I’amikacine est plus fréquente, mais souvent de bas niveau (résistance par
efflux). Selon Afssaps, la fréquence des résistances acquises est supérieure a 10 % (Afssaps,
2011).

C’est vrai que les aminosides sont caractérisés par une résistance adaptative a la premiere
injection (diminution de la vitesse de bactéricidie, augmentation des CMI et diminution de la

durée de I’EPA apreés la premiére injection).

Cependant, selon Karlowsky et al. (1996), la résistance adaptative correspond a l'apparition
d'une résistance phénotypique des bactéries ayant un premier contact de I’antibiotique. Leur
CMI peut augmenter considérablement, pendant un laps de temps, de l'ordre de quelques
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heures a 24 & 36 heures. Cette augmentation de CMI s'accompagne d'une diminution de la

vitesse de bactéricidie, ainsi que d'une diminution de I'EPA.

Donc, il se pourrait que chaque souche soit caractérisée par une vitesse de diffusion de
I’antibiotique et sa substitution apres un temps adéquat de contact (1h/0.5h) perturberait la
régulation, alors que sa persistance dans le milieu de culture ne perturberait pas I’induction de
I’existence de I’antibactérien. Ce qui permet a la bactérie d’analyser le type de I’antibactérien
et envoyer des signaux intercellulaires. Alors que, le temps de contact d’une heure n’est pas
suffisant pour I’induction et la traduction des différentes molécules qui participent a la
résistance bactérienne. Donc, aprés un certains temps de contact il y’a une combinaison
antibiotique bactérie et I’élimination brusque de I’antibiotique induirait les cellules a arréter la
production de ces molécules et de recevoir un nouveau signal qui’ndique que le milieu est

favorable.

Selon Bozkurt-Gu“zel et Gerc eker (2012), I’amikacine supprime la mutation du codon stop
prématurée plus efficacement que la gentamicine, lorsqu'elle est administrée a des doses

cliniguement pertinentes. Ce qui pose les questions :

- Est ce que I’amikacine agit sur la vitesse de traduction des protéines cellulaires ?
- La perturbation de la traduction jour le réle d’inducteur pour ne pas controler les
dommages chromosomique, ne pas contrbler les anomalies cellulaires, ou ne pas

permet aux cellules de réparer les dommages chromosomique ?

Apreés une exposition de chaque souche pendant une demi-heure a la concentration CMB, les
figures 25.A, 26.A, 27.A, 285.A, 29.A, nous ont permis de remarquer que seulement les taux
cellulaires de la souche S16513 diminuent au cours du temps de contact et aussi apres
élimination de [I’antibiotique contrairement des autres souches qui marquent des
augmentations. La souche S214 montre la progression la plus importante et la régression
differe d’une souche a I’autre. Cependant tous les taux arrivent & OUFC/ml durant des temps
variables aprés élimination de I’antibiotique, et qui sont 2h, 2h30min, 3h, 4h30min, 6h pour
S16513, S914, S1114, S214, S1014 successivement

La figure 28.A, nous a permis aussi de remarquer une augmentation du nombre des cellules
viables de la souche S914 apres 2h30min ; apres une chute a OUFC/ml. Ce qui est le méme
intervalle de temps correspond a I’apparition de ce taux aprés élimination de I’antibiotique.
En outre, aprés une heure on remarque une autre régression des cellules de cette souche a
OUFC/ml.

Evaluation de la résistance et de l'effet post antibiotique

desbéta-lactamines et des aminosides vis a vis des souches pat]hologlq[lles de Pseudomonas aerugrinosa

126



Discussion

Les taux cellulaires de la souche S914 (Figure 28) montrent une diminution de 1log pendant
le temps de contact avec I’antibiotique et une augmentation de 0,5log dans 1hAprées son
élimination. Puis les taux restent constants pendant 1h. Dans I’heure qui suit, ils diminuent
rapidement et arrivent a8 OUFC/mI pendant 1h ; donc 3h aprés élimination de I’antibiotique.
En suite, aucune augmentation n’est observée pendant le temps de suivi; 7h30min apres

élimination de I’antibiotique.

Donc, I’amikacine a montré un effet post antibiotique aprés un contact d’une heure a la

concentration CMB avec une régression des taux de cellules vivantes a OUFC/ml

La comparaison des deux figures (Figure 28.A et Figure 28.B), a permis de noter un décalage
de 30min pour avoir OUFC/ml. En plus les cellules exposées a la concentration CMI
présentent une augmentation de 1log Sheure aprés élimination de I’antibiotique. Mais, elles
présentent une deuxieme diminution a OUFC/mI une heure apres ; ce qui correspond a 6h

apres élimination de I’antibiotique.

La comparaison des deux figures (Figure 28.A et Figure 28.B), nous ont permis de remarquer
que les taux cellulaires de la souche S1014 arrivent a OUFC/ml dans 6h apres élimination de
I’antibiotique, pour des cellules exposées a la méme concentration pendant une demi-heure.
Alors qu’apres prolongation de temps de contact une autre demi-heure (lheure), les taux
cellulaires ne présentent qu’une faible diminution inférieure a 0,4log apres 6h de I’élimination

de I’antibiotique.

La figure 27.B, montre qu’aprés un temps de contact de 1h, les taux des cellules de la souche
S1114, exposées a la concentration CMB régressent a OUFC/ml. Cependant, aprés 1h de
I’élimination de I’antibiotique, on remarque une augmentation trés importante avec un temps
de génération de 15min. On remarque aussi que pendant 45min, le taux de ces cellules arrive
a un taux proche de nombre initial (No: avant le contact avec I’antibiotique); ce qui

correspond a 1h45min aprés élimination de I’antibiotique. En suite les taux restent constants.

La comparaison de I’évolution des taux des cellules exposées a la CMB (Figure 27.A, Figure
27.B), pendant une demi-heure avec celui pendant une heure, nous a permis de constater
I’existence d’un effet post antibiotique qui dépasse 8heures pour les deux temps de contact.
Cependant, la différence entre les taux cellulaires observés apres 8h est trés importante (0 et
No).

L’évolution des taux cellulaires de la souche S214(figure 29), est comparable a une évolution
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d’une courbe de croissance cellulaire. Pendant le temps de contact (1h) les cellules augment
du nombre (comparable a une phase exponentielle), aprés élimination les taux restent
constants pendant 1h (phase stationnaire), puis ils diminuent (comparable a une phase de
déclin) avec variation de vitesse chaque heure. 3heures apres élimination de I’antibiotique le
taux cellulaire de cette souche arrive a OUFC/mI. Donc, aprés élimination de I’antibiotique,
I’activité de celui-ci a été poursuivie et permet une inhibition de la totalité des cellules.

La figure 26.C montre que les taux des cellules de la souche S1014 diminuent de 2,5log
pendant le temps de contact de deux heures a la concentration CMB. Cependant, apres
élimination de I’antibiotique, on remarque une augmentation de 0,8log pendant une demi-
heure, puis une diminution de 0,6log pendant 1h30minsuivi par une autre augmentation de
0,8log pendant 1h,deux autres diminutions sont observeées, une de 0,6log est observée pendant
lhet I'autre de 2,4log pendant 1h aussi, ce qui a permis d’avoir un taux de OUFC/ml a la
septiéme heure ; donc 5h apres élimination de I’antibiotique. Ce qui pourrait montrer la

persistance de I’inhibition méme chez les cellules nouvellement synthétisées.

Pendant le temps de contact de deux heures avec la concentration CMB, les taux cellulaires
des souches S16513 et S1114 arrivent a OUFC/ml (figure 25.C, figure 27.C),mais apres
élimination de I’amikacine ceux de la premiére souche (S16513) restent constants, alors que
ceux de la deuxieme montrent, un taux constant 1h30min et une augmentation trés accélérée
avec un temps de génération de 30min ce qui fait une progression de 4,2log pendant 1h.
Ensuite, les cellules ralentissent la vitesse d’augmentation des taux ; elles augmentent de 1 log
seulement pendant 1h. La vitesse d’augmentation est presque nulle 2.5h apres élimination de

I’antibiotique.

Les taux des cellules vivantes de la souche S914 (Figure 28) montrent une diminution pendant
4h30min (2heures d’exposition a I’antibiotique et 2.5h aprés son élimination). Apres 30min
de I’élimination de I’antibiotique, on remarque une diminution de la vitesse d’inhibition des
cellules pendant 2heures. Une troisieme phase d’accélération de I’inhibition est observée et a
diminué les taux cellulaires de 3log. Ce qui permet d’avoir OUFC/mI dans une heure.

De ce fait, est-ce que I’amikacine peut agir aussi sur la vitesse de replication de I’ADN ?

L’exposition des cellules de la souche S1014 pendant une demi-heure a la concentration
10CMI, a permis d’observer une légere augmentation pendant le temps de contact et une
diminution trés accélérée aprés élimination de I’antibiotique (figure 26). Le taux de ces

cellules arrive a0OUFC/ml apres 1h de I’élimination de I’antibiotique. La particularité de cette
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souche est que le rapport CMB/CMI= 1, ce qui montre que I’amikacine est bactéricide pour
elle.

Les taux cellulaires des autres souches, aussi, arrivent a OUFC/ml, mais pendent des temps
plus longs. On remarque aussi que c’est la souche S16513 qui est en deuxiéme position ; le
taux de OUFC/mI est observé avec un décalage d’une heure ; donc 2h aprés élimination de
I’antibiotique (figure 25.A) alors que le rapport CMB/CMI=16 ; il est le rapport le plus éleve
par rapport aux rapports des autres souches testées. Ce qui fait que 10CMI est inférieure a la
CMB. Les souches S914 et S1114 (Figure 28.A, Figure 27.A) sont en troisiéme position. Les
taux cellulaires de ces souches arrivent a OUFC/ml apres 4h de I’élimination de I’antibiotique.
Une heure apres, les taux cellulaires de la souche S914 présentent une augmentation de 1log.
Mais ils retournent a OUFC/ml apres 1h (6h aprées élimination de I’antibiotique). En derniere
position sont les cellules de la souche S214 (Figure 29.A); ils arrivent a OUFC/ml aprés
4h30min de I’élimination de I’antibiotique. Ces données sont plus moins contradictoires et ne

permettent pas de mettre en évidence des corrélations particulieres claires.

Les taux des cellules exposées 1h a I’antibiotique arrivent aussi a8 OUFC/ml. Cependant la
comparaison des courbes de ces dernieres avec les courbes de demi-heure de contact a permis
de constater que la prolongation des temps de contact de ces souches a la concentration
10CMI, a une influence différente ; on remarque une autre variation des taux cellulaires au

cours de temps.

De méme, 6.5h aprés élimination de I’antibiotique, les taux cellulaires de la souche S1014
exposée 1h a I’antibiotique (Figure 26) arrive a OUFC/ml. Mais, au cours de ce passage ils
présentent trois variations: constants jusqu’au 2h30min (1h de contact avec
I’antibiotique+1h30min apres élimination de I’antibiotique), augmentation de 1,2log pendant
1h, ensuite une diminution de 1log pendant I’heure qui suit. Les taux cellulaires continuent a
diminuer, mais avec une vitesse plus faible. En fin ils passent de 3log a OUFC/mI pendant 1h.
Alors que I’exposition pendant une demi-heure a cette concentration (10CMI), a permis
d’observer un taux de OUFC/ml apres 1h seulement de I’élimination de I’antibiotique.

Les souches S1114 et S16513 montrent une augmentation des taux cellulaires aprés une chute
a OUFC/ml. On remarque aussi que le taux cellulaire de la souche S16513 est presque nul 2h
apres élimination de I’antibiotique comme les cellules exposées une demi-heure a la méme
concentration (Figure 27, Figure 25). En revanche les taux des cellules exposées une heure

montrent une augmentation accélérée a 2log pendant une demi-heure. Les taux cellulaires de
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la souche S1114 (Figure 27.B) arrivent a OUFC/ml pendant I’heure de contact avec
I’antibiotique, mais aprés deux heures seulement on observe une augmentation. Cette derniére
a permis une évolution de 4log pendant 1h,ce qui correspond au No (méme nombre initial ;
avant exposition a I’antibiotique). Puis, on assiste a un taux constant. Alors que pour les
cellules exposées seulement une demi-heure, aucune augmentation n’est observée apres que le

taux arrive 8 OUFC/ml, malgré qu’il est observé 4h apreés I’élimination de I’antibiotique.

Les taux cellulaires de la souche S914 (Figure 28.B) arrivent a OUFC/ml aprés 3 h de
I’élimination de I’antibiotique et aucune augmentation n’est observeée. Ce qui fait une
différence de 1h par rapport aux cellules exposées une demi-heure (4h) a cette concentration.
La diminution des taux cellulaires est initiée pendant le contact avec I’antibiotique mais apres
son élimination, une légére augmentation de 0,6log est observée pendant 1h suivie par une

chute de 3,6log pendant 1h aussi.

Les taux des cellules de la souche S214 (Figure 29.B), montrent une augmentation de 1log
pendant le temps de contacte (1h), mais aprés élimination de I’antibiotique, une régression
trées rapide est observée. Le taux de ces cellules arrive a OUFC/ml dans 1h. Aucune
augmentation n’est observée pendant le temps de suivi; 7h aprés élimination de
I’antibiotique. Alors aprés une demi-heure de contact le taux des cellules de cette souche
(S214) arrive a OUFC/ml apres 4.5h.

Donc, aprés un contact d’une heure, I’amikacine a pu montrer un effet post antibiotique pour
les souches testées. Cet effet dépasse les 7h mais avec des taux variables d’une souche a
I’autre. Les taux les plus élevés, observés, n’ont pas dépassé le nombre initial avant la mise en
contact avec I’antibiotique. Ce taux est observé avec une souche résistante a I’amikacine.
L’autre souche qui a montré une augmentation des taux aprés 5h de I’élimination de
I’antibiotique est caractérisée comme sensible par la méthode de diffusion sur milieu gélosé,
mais la recherche des CMI I’a classée dans la catégorie R et avec une CMB, supérieure a CMI
de 16 fois (CMB/CMI=16), I’amikacine n’exerce qu’un effet bactériostatique sur elle. Les
augmentations observées ne sont pas comparables aux témoins, ce qui correspond a un effet

post antibiotique pendant ce temps.

Aprés un temps de contact de 2h, seulement les taux de deux souches S16513, S1014 arrivent
a OUFC/ml (Figure 25.C, Figure 26.C). Cependant, aprés élimination de I’amikacine, elles
montrent une augmentation des taux cellulaires. En outre, la vitesse d’augmentation est tres

rapide ; avec apparition d’un taux de 2log pendant une demi-heure pour la souche S1014. Puis
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une régression des taux cellulaire de cette souche est observée. Le taux des cellules vivantes
arrive une autre fois a OUFC/ml aprés une heure; donc 1h30min de I’élimination de
I’antibiotique. Le méme taux (2log) est observé apres 1h45 min pour la souche S16513 ; donc
avec une différence de 1h15min. Le taux le plus élevé observé pour cette souche est de 2,4log.
Il est observé apres deux heures de I’élimination de I’antibiotique. Ce taux fait une différence
de 1,3log avec le nombre initial. Ensuite les taux cellulaire de cette commencent a diminué ;

Ils arrivent a OUFC/ml aprés 3h ; donc 5h de I’élimination de I’antibiotique.

Pendant le temps de contact, les taux cellulaires des souches S214 et S914 montrent des
diminutions de 0,6log est 0,8log successivement. Aprés élimination de I’antibiotique, on
remarque une diminution de la vitesse de régression. Les taux cellulaires de la souche S914
poursuivent la régression pendant 30min, apres élimination de I’antibiotique, puis ils restent
constants pendant 1h. Ensuite ils passent de 3log a OUFC/ml dans 1h ; donc 2h30min aprés
élimination de I’antibiotique. Alors que les taux cellulaires de la souche S214 poursuivent la
régression, passent de 3,2log a OUFC/ml pendant 1h. Donc le taux de OUFC/mI est observe

apres 2h de I’élimination de I’antibiotique.

Les taux cellulaires de la souche S1114, présentent aussi une diminution pendant le temps de
contact et 1h aprés élimination de I’antibiotique. Ensuite, ils présentent une augmentation de 2
log pendant 2h. Puis on observe une autre diminution de 1log pendant 1h suivie d’une
augmentation de 1,3log pendant 1h aussi. Puis on remarque que les taux restent constants

pendant I’heure qui suit.

Les résultats de I’antibiogramme montrent que la souche S16513 est sensible a I’amikacine,
alors que les résultats de la recherche des concentrations inhibitrices indiquent que la
concentration minimale inhibitrice I’inclue dans la catégorie résistante. En plus le rapport
CMB/CMI=16 ce qui montre une activité bactériostatique et pas bactéricide de cet

antibiotique vis-a-vis cette souche.

La comparaison des trois schémas de la figure 25 de la souche S16513 , nous a permis de
constater d’une part qu’il existe des concentrations critiques qui peuvent permettre d’avoir un
effet post antibiotique in vitro. Ces concentrations ne sont pas obligatoirement celles les plus
élevées. D autre part plus on augmente le temps d’exposition plus la vitesse de régression est
importante et que des fois la concentration la plus élevée est une concentration

bactériostatique et pas bactéricide.

De ce fait, il se pourrait que ce n’est pas la demie vie courte chez certains malades qui est la
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cause quelques échecs thérapeutiques, mais il se pourrait qu’il y’a une cause liée au
comportement de la souche bactérienne. En parallele ces résultats conduisent a poser de

nombreuses questions.

Est-ce que, au cours du temps d’adaptation les signaux cellulaires incitent les cellules a
utiliser d’autres cellules plus faibles, ce qui explique la diminution des taux dans les deux
premieres heures ?ou bien, a des concentrations critiques les cellules ne peuvent plus

contréler la diffusion des antibiotiques ?

Est ce que les cellules de la méme souche ne présentent pas la méme réponse apres
I’exposition a un antibiotique ? Donc, est-il possible que la stratégie de résistance bactérienne

est autre que les mécanismes déja mis en évidence ?

Est-ce que pendant le temps d’adaptation, certaines cellules perdent la faculté de former des

colonies ?

Mais il est tres probable que pendant I’exposition a I’antibiotique, les souches qui montrent
une résistance, augmentant le temps de génération. Donc pourquoi on ne concentre pas les

recherches sur les adjuvents qui activent la croissance (multiplication) bactérienne ?

Est-ce que les cellules mis en contact avec un antibiotique diminuent les échanges avec le
milieu extérieur et/ou elles augmentent le temps de génération a cause de métabolisme

différent (dégradation de antibiotique, refoulement a I’extérieur) ?

L’amikacine, en genéral, a montré un effet post antibiotique apres un contact d’une demi-
heure a la concentration CMI pour la totalité des souches testées. Cet effet a permis de
minimiser les taux jusqu’aux OUFC/mI pour deux souches différentes avec deux types d’effets
d’inhibition différents ; bactéricide ou bactériostatique. Les autres souches ont montré une
phase prolongée comparable a une phase de croissance bactérienne de latence/stationnaire. En
présence de I’antibactérien, cette phase pourrait étre soit, une phase de vie tres lente pendant
laquelle les cellules minimisent les échange avec un milieu considéré, par la bactérie, comme
un milieu défavorable, soit c’est le temps nécessaire pour corriger les dommages cellulaires,

soit le temps d’induction pour la production des enzymes responsables de la résistance.

Les expériences ont montre que les durées de PAE de I'amikacine étaient significativement
augmentées d'une maniére dépendante de la concentration; Les études pharmaceutiques
montrent que lorsque la concentration a été augmentée & 20CMI, l'augmentation de la durée
des PAE était presque 2,5 fois plus longue que lorsque l'agent a été appliqué a des
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concentrations égales a 1CMI.

Les aminosides se lient, avec une forte affinité, au site A sur I'ARNr 16S du ribosome 30S
(Fourmy et al., 1996) et peuvent provoquer des erreurs de décodage de I'ARNm, bloguer
I’ARNmM et I'ARNTt translocation et inhibent le recyclage des ribosomes (Borovinskaya et al.,
2007). Krause et al. (2016) ont testé I’amikacine, imipeneme, méropénéme, polymyxine B,
ceftazidime, céfépime et I'aztréonam, ont trouvé que lI'amikacine n’est pas un inducteur de la
réponse SOS mais est en fait un inhibiteur puissant de I'induction recA. L’étude de Valencia
et al. (2017) montre que le traitement par cet antibiotique seul n'a pas augmenté la fréquence

mutante.

Donc la compréhension du mécanisme moléculaire de I’impact des différentes concentrations
peut aider au maintien de I’activité de I’antibiotique a des concentrations non toxiques et

d’utiliser toujours I’arsenal des antibactériens disponibles.

Les résultats de notre étude montrent aussi I’existence d’un effet post antibiotiques de
I’imipenéme vis-a-vis les souches testées. La comparaison des courbes de la figure 30
(S16513), nous a permis de constater que,pour une demi-heure et deux heures d’exposition,
I’effet post antibiotique de I’imipenéme est plus long pour les cellules exposées a la
concentration CMI (qui est égale a la concentration de CMB) que celui pour les cellules
exposées a la concentration 10CMI. En revanche, les cellules exposées a la concentration
CMI pendant une heure présentent une augmentation exponentielle pendant et apres
élimination de I’antibiotique. Celles exposees a la concentration L0CMI ont présenté un retard
de croissance, l’augmentation de 1log est observé 2h30min aprés élimination de
I’antibiotique. On a constaté aussi que la diminution des taux cellulaires est plus importante
avec I’augmentation de la concentration et la prolongation de temps de contact aux

concentrations testées.

Malgré que la souche (S16513) est résistante a I’imipenéme, le rapport CMB/CMI=1, ce qui
confére un effet bactéricide. En paralléle, les résultats montrent I’existence d’un effet post
antibiotique. Cet effet est plus long pour les cellules exposées a la concentration CMI=CMB

que pour celles exposées a une concentration supérieure de 10 fois.

L’existence d’une combinaison antibiotique bactérie, avec effet bactéricide de contact et effet
post antibiotique variable, conduit a poser la question : est ce que les concentrations tres
élevées sont des concentrations toxiques ou concentration inductibles de I’existence d’un

antibiotique ?
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En outre, les résultats de la recherche de I’EPA montrent que les cellules qui poursuivent la
croissance pendant le temps de contact avec I’antibiotique, ont donné un effet plus important

que celui observeé pour les cellules qui cessent a croitre en présence de I’antibiotique.

Nos résultats montrent aussi que I’imipeneme peut présenter un effet post antibiotique méme

apres une courte exposition a des concentrations inhibitrices.

Wolff et al., 2009 montrent que les carbapénemes sont des antibiotiques a effet mixt,
principalement temps-dépendant mais présentant certaines caractéristiques des medicaments «

concentration-dépendant ».

De méme, selon Karlowsky et al., (1996), la durée de I'EPA in-vitro est proportionnelle a
deux paramétres : la concentration de l'antibiotique pendant la période de contact et la durée

de ce contact.

En général, la durée de cet effet est variable selon les souches. Elle peut aller au dela de 8h. ce
qui concorde avec les résultats de Dalhoff et al., (2006) qu’il sont constaté qu’il existe un
effet post-antibiotique prolongé» une absence de recroissance bactérienne» malgré des
concentrations plasmatiques inférieures a la CMI. Cet effet post-antibiotique est d’environ 8 a

10 heures in vivo sur P. aeruginosa (Dalhoff et al., 2006).

Donc, aprés élimination de I’antibiotique, I’effet de I’antibiotique est poursuivi pour les
concentrations testées. Soit par une diminution des taux cellulaires soit par un arrét de
multiplication cellulaire. L accélération de multiplication pourrait étre une conséquence de
contact avec I’antibiotique ou il se pourrait que les cellules mises en contact avec
I’antibiotique perdent la faculté de former les colonies sur le milieu de culture solide aprés
24h d’incubation.

Ce qui pourrait expliquer que dans la premiere heure I’antibiotique rejoint ses sites de fixation
sur les cellules, ce qui permet une pénétration de certaines molécules seulement et induit les
mécanismes de résistance de la bactérie. Donc les cellules entrent en vie trés lente au lieu de
subir des divisions cellulaires ; elles synthétisent les enzymes d’adaptation. Donc, on pense
que la chute subite de la concentration transmet d’autres signaux aux cellules, ce qui permet

de pousser les cellules a rejoindre un rythme différent.

Bien que la relation entre la déficience en OprD et la résistance a lI'imipeneme a été bien
établie dans la littérature (Lister et al., 2009) ; ou la perte des porines telles que OprD

représente une barriere pour l'entrée de drogue dans la cellule(Saier et al., 1998 ; Van
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Bambeke et al., 2000), il ne devrait pas étre surpris que P. aeruginosa ne soit pas suivez
toujours les regles attendues a cause de la polyvalence génétique de cette pathogene et sa
capacité a co-reguler une résistance multiple. Ces mecanismes font de P. aeruginosa une cible
en constante évolution et I'un de plus grands défis thérapeutiques (Lister et al., 2009). Une
réduction de l'accumulation de médicaments peut également étre atteint grdce a une
exportation associées a I’activité des pompes (Saier et al., 1998 ; Van Bambeke et al.,
2000).

En outre, un seul mécanisme ne tient pas compte pour I'hypersensibilité a tous les
antibiotiques affectés, et il reste le mécanisme (s) responsable de I'hypersensibilité non
caractérisé a I'imipeneme (Lister et al., 2009).

Lister et al. (2009) ont montré aussi que les mutants hypersensibles a I’imipenéme peuvent
étre choisis parmi les souches parentales de P. aeruginosa partiellement et compléetement
dépressurées pour I'expression de I'ampC, sans aucun changement I'expression de l'activité
d'hydrolyse ampC ou AmpC (Wolter et al., 2005)

Wolter et al. (2005) ont également démontré que I'hypersensibilité a I'imipeneme est sans
rapport avec le niveau d'OprD. Des mutants hypersensibles n'ont pas montré de changements
dans I'expression d'oprD ou protéine OprD dans la membrane externe. De plus, des mutants
hypersensibles & I’imipeneme ont été sélectionnés d'une souche de P. aeruginosa dépourvue
de Protéine OprD (Wolter et al., 2005).

Les résultats de I’effet post antibiotique de notre étude montrent que méme pour les souches
résistantes a I’imipenéme une fois qu’elles sont exposées aux concentrations critiques (CMl,

CMB), cet antibiotique peut montrer un effet post antibiotique.

L’ensemble de ces données avec les résultats de I’effet post antibiotique de notre étude nous

amene a poser plusieurs questions :
Ce retard de croissance est di a une inhibition ou a un temps d’adaptation ?

La premiére phase de combinaison antibiotique bactérie, est ce que c’est une phase

d’adsorption ou fixation covalente ?

Comme les cellules ont eté en phase de croissance, est ce I’introduction de I’antibiotique
permettent une pénétration non contrélée de certaines molécules, ce qui nécessite une
neutralisation (hydrolyse/répulsion) de I’antibiotique avant de continuer une croissance

optimale ?
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Est-ce les molécules une fois entrent dans la cellule, elles provoquent des perturbations
métaboliques ?

Est-ce que les cellules de la méme souche ne reéagissent pas de la méme maniere pendant

I’exposition a un antibiotique donné?

Est-ce que en présence d’un antibiotique, le chimiotactisme induit un tire profit des cellules
les plus jeunes de celles les plus faibles ? Utilisation des lysa cellulaire au lieu de I’utilisation

des composants libres dans le milieu contenant un antibiotique ?

Quelles sont les signaux cellulaires qui sont met en ceuvre entre les cellules planctoniques en

présence d’un antibiotique ?

Pourquoi une concentration méme plus faible peut étre plus bactéricide avec un effet post

antibiotique plus important qu’une concentration plus élevée ?

Est-ce que seulement les concentrations sub-inhibitrices sont les concentrations induisant une
émergence des bactéries résistantes ?ou est-ce que les concentrations élevées participent aussi
a I’émergence des souches résistantes, si le temps d’exposition n’est pas adéquat, soit long ou

court?

Selon Piddock (2006), les pompes a efflux peuvent également avoir un role physiologique
chez P. aeruginosa (par exemple, communication de cellule a cellule et pathogénicité), outre
leurs effets protecteurs contre les antimicrobiens (Piddock, 2006).

Deux caractéristiques supplémentaires sont associées a I’expression de mexABoprM
Premierement, il a été démontré que I'expression de mexAB-oprM dépendante de la phase de

croissance (Evans et Poole, 1999).

Comme le cycle de croissance progresse et la densité cellulaire accrue, mexAB-oprM, la
transcription également augmenté jusqu'a ce que I'expression maximale s'est produite a la fin
phase logarithmique/phase stationnaire précoce. Il a été suggeré que la régulation implique un
signal de détection de quorum. Cette derniére est un meécanisme par lequel les cellules
bactériennes surveillent la densité par la communication de cellule & cellule, permettant
I’expression coordonnée de certains genes (par exemple, facteurs de virulence) d'une maniére

dépendant de la densité cellulaire (Van Delden et Iglewski, 1998).

La signalisation cellule a cellule est médiée par des autoinducteurs diffusibles, connu sous le

nom d'homosérine lactone, qui interagissent avec leurs apparentés avec les récepteurs pour

activer I'expression des génes. Ce qui renforce notre hypothése pour les valeurs déterminé des
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CML.

Les données de I’étude de Wolter et al. (2008) suggérent que la régulation de mexEF-oprN
est encore plus complexe et plus inhabituel chez P. aeruginosa. Donc, la caractérisation du
(des) mécanisme (s) responsable (s) de I'hypersensibilité a I'imipeneme chez les souches de P.
aeruginosa surexprimants mexCD-oprJ peuvent découvrir les cibles de médicaments

potentiels pour améliorer I'activité des carbapénemes.

C’est vrai qu’il est démontré que les aminosides sont des substrats pour la pompe d'efflux,

mais le mécanisme responsable de I'nypersensibilité a ces antibiotiques reste inconnu.

Ces sont des mécanismes de transport membranaire universellement répandus chez des
organismes vivants. lls ont un rdle clé dans la physiologie bactérienne : préserve I’équilibre
physico-chimique du milieu intracellulaire en s’opposant a I’accumulation de substances
naturelles ou synthétiques toxiques, ils transportent de substances nutritives et export de

substances toxiques.

En pratique, importance de l'effet post-antibiotique est fonction de la concentration de
I'antibiotique au contact de la bactérie et de la durée de ce contact, ces deux facteurs semblant
« peser » de maniére égale sur la valeur finale de l'effet post antibiotique. L'effet post
antibiotique est généralement plus prolongé in vivo qu'en vitro (Petitjean et al., 2000 ; Li et
al., 1997). Ce qui concorde avec les résultats de notre étude.

Ils montrent que pour les souches testees I’amikacine est plus bactéricide que I’imipeneme.
Par contre la présence d’un effet post antibiotique dépend de la concentration et la durée
d’exposition. On a constaté aussi qu’il existe des concentrations critiques qui permettent
I’expression d’un effet post antibiotique ; elles peuvent étre les CMB ou des concentrations

supérieures a la CMB.

C’est vrai qu’il existe un mécanisme spécifique a la cible bien établi dans I’action des
antibiotiques car les études de Kohanski et al. (2007), Allison et al. (2011), Lobritz et al.
(2015) fournissent des preuves supplémentaires qui demandent: est que la respiration
cellulaire est en aval des processus affectent la létalité de I'aminoside ?

Cependant, I'étude n’aborde pas comment la respiration cellulaire contribue directement a la

mort cellulaire induite par les antibiotiques.

Les études pharmaceutiques montrent en genéral, que I’EPA est important (plusieurs heures)
pour les bactéries Gram (-) dans le cas des antibiotiques affectant directement ou
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indirectement la synthese protéique ou la synthese de I’ADN et ayant une action
concentration-dépendante tel que les aminosides (Barmada, 1993 ; Zhanel et Craig, 1994 ;
Fuentes et al., 1996). Le mécanisme moléculaire est expliqué par la probabilité de la lenteur
de I’efflux de ces antibiotiques apres leur capture et leur transfert dans le cytoplasme
bactérien. Les pénicillines, céphalosporines et monobactames ont un effet post-antibiotique
court ou nul vis-a-vis des bactéries Gram (-) (Craig, 1984), probablement parce qu’ils
agissent sans devoir pénétrer dans le cytoplasme bactérien et peuvent donc étre élués
rapidement. Par contre, les carbapenémes montrent un effet post-antibiotique net mais plus

faible que celui des aminosides (Baquero et al., 1986 ; Hikida et al., 1995).

L’optimisation de I’administration des antibiotiques présentant un effet post antibiotique se
fera selon deux axes : d’une part, une augmentation des posologies et d’autre part
I’administration en perfusion continue, ou tout du moins en perfusion prolongée (Wolff et al.,
2009). Néanmoins, la limite a I’augmentation des doses reste evidemment liée a la tolérance

(doses maximales).

Donc, la diffusion rapide des souches résistantes aux antibiotiques représente une menace
thérapeutique et épidémiologique majeure et nécessite la mise en ceuvre de procédures

d'hygiéne strictes et des études réguliéres de surveillance de cette résistance.

Les mesures de prévention de la transmission croisée soulignent les enjeux économiques de
I'amelioration de I'hygiene hospitaliére et de la lutte contre la surinfection acquise a I'hopital.
Il serait intéressant de mettre en ceuvre un programme de formation d’hygiénistes au sein des
hopitaux ainsi que des enquétes de consommation d’antibiotiques en Algérie, & I’hdpital
comme en ville, ainsi qu’un programme d’éducation et de formation des professionnels et des

usagers.

Les données épidémiologiques montrent bien que si la résistance de P. aeruginosa aux
antibiotiques n’augmente pas de fagcon globale en Algérie, la nature de cette résistance devient
de plus en plus inquiétante avec I’émergence de carbapénémases. Ces souches en régle
multirésistantes restent encore confinées sous forme de petits foyers en Algérie, mais le risque
d’extension est bien présent. Le risque d’importation a partir de pays voisins ou ces souches
sont plus répandues, comme c’est le cas aujourd’hui dans les pays méditerranéens, doit
également étre pris en compte. Ceci doit donc appeler a une forte vigilance en depistant
précocement ces mécanismes de résistance et renforcer les mesures d’hygiene autour des cas

d’infection ou de portage afin d’éviter leur transmission.
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Mise a part le développement de mécanismes d’adaptation des bactéries pathogénes en milieu
environnant, plusieurs facteurs favorisent I’apparition de nouveaux mécanismes de résistance,
comme I’augmentation du nombre de patients immunodéprimés, I’automédication ainsi que la
prescription d’un traitement antibiotique sans la réalisation d’antibiogramme standard
(Sefraoui, 2015).

La lutte contre I’antibiorésistance est aujourd’hui un enjeu de santé publique majeur au plan
mondial : I’OMS a adopté en 2015, un Plan d’action mondial pour combattre la résistance aux
antimicrobiens et le 21 septembre 2015, a I’Assemblée génerale des Nations Unies, les chefs
d’Etat se sont engagés a le décliner afin de s’attaquer aux causes fondamentales de la
résistance aux antimicrobiens dans plusieurs domaines, et en particulier la santé humaine, la

sante animale et I’agriculture.

La Journée européenne de sensibilisation au bon usage des antibiotiques du 18 novembre
2016, qui s’inscrit dans la semaine mondiale pour un bon usage des antibiotiques (20-
24/11/2016), confirme la nécessité de mobiliser I’ensemble des acteurs. Citoyens, patients,
professionnels de la santé humaine et animale, décideurs ont tous un rdle a jouer dans le

renforcement de la lutte contre la résistance aux antibiotiques (INVS, 2016).

De nombreuses propositions ont été faites, qui visent a la relance de la lutte contre le
mésusage des antibiotiques entre autre est de renforcer les actions d’accompagnement. Ce qui
nécessite de renforcer les collaborations aussi en Algérie entre les différents établissements
savantes et professionnelles afin de participer a lutter contre les dangers des bacteries

résistante et promouvoir la protection de I’arsenal des molécules antibactérienne disponibles.

Pour agir, les antibiotiques doivent pénétrer dans la cellule bactérienne. Beaucoup d’entre eux
utilisent les systémes de transport propres a la bactérie pour ses échanges avec I’extérieur
pour entrer. Pour résister, la bactérie contrecarre cette entrée de toxiques en diminuant la
perméabilité de sa membrane par : Une altération des porines; ce mode de resistance
n’affecte que les bactéries a Gram négatif ; chez ces bactéries, la membrane externe, constitue
une barriere de diffusion tres efficace. L antibiotique ne peut traverser cette barriére qu’en
empruntant des structures particulieres. Le passage des antibiotiques a travers les porines est
d’autant plus facile que les molécules sont de petite taille, neutres et trés hydrophiles.
L’absence de passage ou I’augmentation du temps de passage protége les bactéries et les rend
résistantes par une inhibition du transport actif. La modification de la composition du

lipopolysaccharide (LPS), soit dans le polysaccharide, soit dans le corps, peut aussi étre a
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I’origine d’une diminution de la perméabilité.

Ce mécanisme n’est, cependant, pas trés performant, car il suffit d’augmenter les doses

d’antibiotiques pour faire face a cette baisse de la perméabilité membranaire.

Néanmoins, ce systeme, lorsqu’il est associé a d’autres systéemes de résistance, peut protéger

de facon efficace la bactérie méme a des doses importantes d’antibiotiques (Pages, 2004).

Le volume de distribution varie d’une classe d’antibiotique a I’autre (hydrophile/liposoluble)
Il varie en fonction du patient ou il est souvent augmenté chez les patients de réanimation.
Chez ces dernier il y’a une augmentation de la perméabilité capillaire (oedemes),
hypoalbuminémie, sépsis, dénutrition, brllures (Garraffo et al., 2005 ; Pea et al., 2005).
Donc, I’alimentation pourrait influencer les réponses des patient aux traitements antibactérien
et/ou I’activité de I’antibiotique in vivo ; ce qui concorde aussi avec les données de Craig et
al. (1988) pour les souches sensibles.

Les aminosides sont des antibiotiques caractérisés par une cinétique de bactéricidie tres
nettement concentration-dépendante ; la vitesse et la profondeur de leur bactéricidie sont
directement proportionnelles a la concentration d'antibiotique mise en contact de la bactérie
(Craig et al., 1988). Toute augmentation de la concentration est suivie d'une augmentation de
la bactéricidie. Dans toute population bactérienne, il existe spontanément des mutants
résistants préexistants, pour peu qu'elle soit suffisamment dense, c'est-a-dire supérieure a la
fréquence de mutation de [l'antibiotique considéré. Pour les aminosides, a priori
concentrations-dependants, de fortes concentrations initiales en contact avec la bactérie,
méme pendant un laps de temps relativement court, permettent, en principe, couplées a I'effet
post antibiotique, de prévenir cette émergence avant I'apport suivant (entre deux intervalles)
(Lacy et al., 1998). Mais dans I'hypothese ou le laps de temps entre la fin de I'EPA et le
nouvel apport correspond a plusieurs temps de génération de la bactérie spontanément
mutante, non tuée pendant la premiére phase, la population bactérienne est susceptible de
recroitre, limitant ainsi la bactéricidie dans son ensemble (Lacy et al., 1998 ). Ce qui met en
évidence I'importance de la concentration maximale initiale sur la bactéricidie des mutants,
mais aussi l'importance capitale de la durée de I'EPA pour éviter la recroissance (Drusano,
1991 ; Lacy et al., 1998).

Dans notre étude, on a remarqué que méme si la souche est résistante a I’antibiotique, la CMB
présente une concentration critique ; qui peut perturber la croissance microbienne méme pour

des temps de contact courts avec I’antibiotique. Cependant cette concentration n’est pas
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obligatoire d’étre la concentration la plus élevée. A travers nos résultats, on a remarqué aussi
que des fois les concentrations les plus élevées ne permettent d’avoir qu’une phase
stationnaire (pas de changement des taux cellulaires aprés élimination de I’antibiotique).

En outre pour I’amikacine, la prolongation du temps de contact ne montrent pas I’effet
bactéricide le plus important.

La résistance adaptative est l'apparition d'une résistance phénotypique des bactéries ayant
survécu a ce premier contact (Karlowsky et al., 1996). Leur CMI peut augmenter
considérablement, et ce pendant un laps de temps, de I'ordre de quelques heures a 24 a 36
heures. Cette augmentation de CMI s'accompagne d'une diminution de la vitesse de
bactéricidie, ainsi que d'une diminution de I'EPA.

Certains travaux, tel ceux de (Beaucaire, 1995), ont clairement montré I'incidence d'un pic
d'amikacine élevé d'emblée, supérieur a 40 mg/l, sur la survie de patients de réanimation.
Donc, toute situation qui ne permettrait pas d'atteindre immédiatement de telles valeurs serait
une situation a risque. Il a été retrouve chez les patients ayant un volume de distribution
significativement supérieur a la moyenne, ou chez qui la demi-vie délimination serait
considérablement raccourcie. Ces situations sont potentiellement rencontrées chez les patients
agés, pédiatriques, de réanimation, les brilés, les patients neutropéniques, qui sont autant de
justification au dosage du pic des aminosides. Lorsque seul un antibiogramme de type S, I, R
(sensible, intermédiaire, résistant) est disponible, il est judicieux de considérer que la CMI est
égale a la concentration critique inférieure de l'antibiotique (concentration la plus élevee
autorisant encore a classer la bactérie dans la catégorie « sensible »). Ces valeurs ont été
récemment révisées et varient d'une molécule a l'autre.

De ce fait, une interprétation bactérioclini que documentée, éventuellement suivie d'une
adaptation posologique impose la mesure des CMI ponctuelles des bactéries isolées dans les
situations critiques. Les expériences prouvent que, dans la trés grande majorité des cas, il peut
paraitre raisonnable de privilégier d'emblée une forte dose susceptible d'étre plus efficace,
quitte a la diminuer le cas échéant (situation rare). Le risque encouru semble mineur en regard
du risque de sous dosage pour des posologies trop faibles. Le point crucial reste le contréle du
taux sérique obtenu qui devient le déterminant majeur de I'adaptation posologique.

Plus la durée pendant laquelle les bactéries sont en contact avec I’antibiotique est réduite, plus
la probabilité d’un développement de résistance est réduite. Malheureusement, la durée de

traitement nécessaire n’a fait I’objet d’études que pour une minorité d’infections. Il existe de
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premiéres approches qui montrent de maniére surprenante qu’en cas de pneumonie, un

traitement sur 3 jours a le méme effet qu’un traitement sur 7 a 10 jours.

Meylan et al. (2017) rapportent que certains produits chimiques pourraient induire la
stimulation du métabolisme central du carbone et la respiration cellulaire dans P. aeruginosa.

Ce qui potentialise I’activité bactéricide de la tobramycine.

Parce que les cellules a croissance rapide sont facilement tué par des antibiotiques, alors que
les cellules dormantes qui ont arrété la croissance ne le sont pas ; la tolérance est largement
considérée pour étre due a croissance lente et synthése réduite de macromolécules. Ce qui
limite la disponibilité des cibles médicamenteuses (Brauner et al., 2016). Cependant, la

tolérance phénotypique est tres complexe, et beaucoup de son mécanisme reste mal compris.

La tolérance n'est pas dépendante du taux de croissance et forme la base d'interventions

thérapeutiques potentielles pour re-sensibiliser les cellules tolérantes (Davis, 1987).

Ainsi, Il est reconnu, d’une part que la dénutrition peut contribuer a diminuer les défenses
immunitaires, modifier le métabolisme des médicaments et allonger la cicatrisation
(INSERM, 1999) et d’autre part I’espéce P. aeruginosa est caractérisée par sa pathogenicité
relativement importante a I’égard des sujets immunodéprimés (Jeannot et Plesiat, 2005;
Navon-Venezia et al., 2005). Ce qui renforce I’hypothése de promouvoir la possibilité de
contourner I’effet des antibiotiques classés comme inefficaces par une surveillance de
I’évolution de bactéricidie de I’antibiotique vis-a-vis la souche clinique en utilisant des
concentrations efficaces bactéricides et en cherchant I’alimentation adéquate de patient et/ou
on utilise des adjuvents qui perturbent la régulation cellulaire de I’agent infectant méme dans

le cas échéant de non possibilité d’utilisation des doses souhaités.

Les carbapénémes sont des antibiotiques réserves a des situations cliniques particuliéres que
sont les infections a bacilles Gram négatifs multi-résistants sans autre alternative
thérapeutique. Leur usage nécessite une réévaluation de la pertinence de la prescription qui
doit étre réalisée en fonction des résultats microbiologiques entre la 48éme et la 72eme heure
(Grall et Muller-Serieys, 2013).Chez P. aeruginosa, plusieurs mécanismes sont responsables
de la résistance. La perte de la porine OprD est responsable d’une augmentation de la CMI (de
I’ordre d’un facteur 8 a 32) de I’imipenéme, mais cette perte de porine doit s’accompagner de
la production d’une céphalosporinase de type AmpC pour produire une véritable résistance
(Hocquet et al., 2007). Néanmoins, plusieurs études suggerent que ces résistances sont

réversibles du fait de I’instabilité de la modification des porines (Martinez-Martinez, 2008,
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Nordmann et Carrer, 2010). Cependant, I’émergence et la diffusion de bactéries, qu’elles
soient multi-résistantes ou hautement résistantes, sont des phénomenes complexes, évolutifs
et inquiétants (Cosgrove, 2006 ; Marin et al., 2015).

De plus, il est désormais bien établi que la consommation abusive et répétée d’antibiotiques
favorise I’émergence de ces résistances bactériennes a travers la pression de sélection qu’elle
exerce aussi bien au niveau des flores commensales (Murray, et al., 1982; Prevot et al.,
1986) qu’au sein de I’inoculum bactérien responsable d’infections.

Une approche multidisciplinaire, nécessitant une étroite collaboration entre cliniciens,
pharmaciens, microbiologistes et hygiénistes, permet d’améliorer plus efficacement la qualité
de I’antibiothérapie dans les établissements et de maitriser les consommations d’antibiotiques
et notamment des antibiotiques definis comme « critiques » (Beaucaire, 2003 ; Pavese, et al.,
2005).

Chez les bactéries a Gram -, la voie des porines est la voie privilégiée de passage des -
lactamines hydrophiles. L’aspect purement quantitatif de la vitesse de diffusion des (-
lactamines a travers les porines est essentiel dans la compréhension de leur mode d’action.
Dans la mesure ou cette diffusion est passive, la concentration dans le périplasme doit pouvoir
atteindre celle régnant a I’extérieur de la bactérie, indépendamment de la vitesse de diffusion.
Il existe cependant dans le périplasme des mécanismes tendant a faire diminuer la
concentration des B-lactamines (B-lactamases, affinité des PLP, diffusion intracytoplasmique).
La vitesse de peénétration des B-lactamines est conditionnée par leurs propriétés physico-
chimiques. Le facteur clé du comportement d’une B-lactamine dans I’espace périplasmique est
le rapport existant entre sa vitesse de pénétration et sa résistance aux [-lactamases
périplasmiques, qui sont toujours présentes, ne serait-ce qu’a tres bas niveau, méme si elles ne
sont pas décelables par les techniques traditionnelles. Parmi les pB-lactamines de lére
géneération (ampicilline, céphalosporines de leregéneration), il existe une relation claire entre
leur activité sur les bactéries a Gram - et leur vitesse de diffusion. En effet, leur vitesse de flux
d’entrée est telle qu’il y aura toujours assez de molécules pour inhiber la PLP, méme si une
partie d’entre elles sont hydrolysées par d’éventuelles pB-lactamases. Parmi les composés les
plus récents, cette relation n’est plus aussi claire. La pipéracilline ou les C3G ont des vitesses
de diffusion relativement faibles mais sont trés actives, ce qui peut s’expliquer par une bonne
stabilité face aux p-lactamases.

Chez les bacteéries, « penicillin-binding proteins » (PBP) sont des protéines localisées au

niveau de la membrane cytoplasmique et qui ont une activité de carboxypeptidase,
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d'endopeptidase, de transpeptidase, ou de glycosyltranférase ; ces enzymes sont impliquées
dans la phase terminale de I'assemblage du peptidoglycane. L’inactivation des PLP se fait par
formation de complexes covalents avec les B-lactamines (Fixation aux protéines de liaison a
la pénicilline (PLP), par analogie de structure avec le dipeptide DAla-DAla.

Les B-lactamines se fixent au niveau du site actif sérine ; I’acyl-enzyme résultante a une
vitesse d’hydrolyse extrémement faible, ce qui réduit le taux de liaisons intermoléculaires
formées au sein du peptidoglycane (Inhibition de la transpeptidation). Cette fixation conduit a
un effet bactériostatique. Ce dernier se traduit par trois effets morphologiques différents qui
ont été observés selon les fixations préférentielles d’une B-lactamine sur la PLP : formation de
filaments (induction du systeme SOS ?), de sphéroplastes suivie d’une lyse bactérienne, ou
formes globulaires. Ainsi, I’inhibition de la PLP2 entraine I’apparition de formes rondes, et
I’inhibition de la PLP3 aboutit & la formation de filaments. L’inhibition en soi des PLP
entraine un arrét de croissance, ce qui correspond a un effet bactériostatique.

Dans notre étude la souche S914 qui est qualifieé comme une souche de phénotype
Imperméabilité séléctive OprD2 selon Fauchere (1997), on a pu estimer une valeur de CMI
de I’imipenéme de 64mg/l, mais on n’a pas pu déterminer la CMB ; puisque a partir de
1024mg/I le milieu est devient trouble a cause de la concentration éleve de I’antibiotique.
Alors que I’effet bactéricide des B-lactamines repose sur la mise en jeu des enzymes des
systémes lytiques. Ces lysines regroupent des glycosidases (rompant les chaines glycaniques),
des amidases (coupant les liaisons amides) et des peptidases (Lyse bactérienne). A I’heure
actuelle, le mécanisme précis qui, suite a I’inhibition des PLP, déclenche une activité accrue
de ces enzymes reste inconnu (Jehl et al., 2004).

Les aminosides se lient aux ribosomes et causent une mauvaise interprétation translationnelle,

résultant dans les dommages de la membrane qui conduit a la mort cellulaire (Davis, 1987).

Ce qui conduit a conclure que la résistance bactérienne est liée directement a la régulation
cellulaire par une diminution des échanges avec le milieu extérieure. L’existence toujours des
concentrations inhibitrices prouve I’influence de I’antibiotique sur la vie cellulaire des
souches testées. En adition, I’existence d’un effet post antibiotique montre que I’antibiotique
atteint toujours ces récepteurs cellulaires. En plus, I’élimination de I’antibiotique apres un
délai qui ne permet pas aux cellules de rester induites de la présence de toxine est suivi par
une phase stationnaire/latence qui pourrait étre le temps de dégradation de I’antibiotique ou de
son refoulement a I’extérieure des cellules. Cependant, cette phase est suivie par une

diminution des taux cellulaires ou augmentation aprés un délai qui dépasse le temps de
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génération des cellules témoins. En rajoutant que de nombreuses études montrent que les
conditions de vie cellulaire et I’alimentation des patients et certains produits chimiques
améliorent I’activité de certains antibiotiques testés. Le rassemblement de ces donnes nous
permet de penser que la recherche des adjuvents ou compléments alimentaires associés a la
consommation de I’antibiotique qui induit toujours un maintien de la croissance en présence

de I’antibiotique pourrait aider a protéger I’arsenal antibiotique disponible.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie qui a prouve in intérét majeur dans les études
épidémiologiques, par sa capacité impressionnante a coloniser les différents biotopes et de
développer des résistances aux antibiotiques au cours du temps.

Dans cette étude, et sur 535 prélévements positifs (présence de P. aeruginosa), qui sont
collectées a partir des différents services de Bactériologie médicale soit des hdpitaux, des

cliniques ou des laboratoires privés, nous avons testé I’antibiorésistance de 390 souches.

L’identification de P. aeruginosa a été initiée par une caractérisation macroscopique de
I’aspect des colonies puis par les examens microscopiques et enfin biochimiques. La
production de la pyocyanine reste le caractére distinctif entre I’espéce recherchée et les autres
especes apparentées. On a pu caractériser la présence de différents aspects macroscopiques

pour les différents isolats et des différents profils d’assimilation des substrats.

Pour I’antibiorésistance des souches collectées, les résultats de la recherche des profils de
sensibilité par la méthode de diffusion sur le milieu gélosé (antibiogramme) vis-a-vis des
aminosides et des béta-lactamines les plus utilises en Algérie, montrent que les aminosides

sont en général, les antibiotiques les plus efficaces par rapport aux béta-lactamines.

Les molécules qui s’avérent efficaces sont: I’amikacine, avec un taux de résistance au
voisinage de 00%, puis I’imipenéme et la pipéracilline avec un taux de résistance trop faible
de 3.3% pour les souches testées entre 2011 et 2013 et inférieur a 20% pour celles de 2016.
Donc I’évolution de la résistance n’est pas importante pour ces antibiotiques qui restent
toujours actifs et plus efficaces sur P. aeruginosa.

Certaines souches montrent des valeurs de CMI qui les catégorisent comme intermédiaires ou
méme résistantes, alors gu’elles sont classées comme sensibles selon I’antibiogramme par la

méthode de diffusion sur milieu gélosé.

L’antiseptogramme a montré que I’eau oxygénée (alOvolume) est I’antiseptique le plus
efficace sur les souches testées par rapport a I’alcool chirurgical a 70°et I’alcool iodé a 10%.
La recherche des concentrations inhibitrices de I’eau chlorée a 13° a montré que certaines
d’entre elles peuvent se multiplier en présence des concentrations de 0.25 jusqu’au 1% de ce
désinfectant. Alors que d’autres supportent des concentrations supérieure a 2%. Ce qui
pourrait expliquer les causes de I’augmentation des infections nosocomiales en particulier

post opératoires causées par P. aeruginosa et nous incite a prendre en considération les profils
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de résistance locaux actuels lorsque ces agents antibactériens sont choisis pour la gestion

empirique des infections

Cette etude nous a permis de remarquer aussi que des souches sensibles aux antibiotiques sont
résistantes a la concentration de 2% de I’eau chlorée. Ces donnéees mettent des inquiétudes sur

les souches responsables des infections nosocomiales dans les établissements de santé.

Par ailleurs, les résultats de la recherche de I’effet post antibiotique chez quelques souches
résistantes montrent I’existence des retards de croissance apres I’élimination de I’antibiotique
du milieu de culture qui sont variables selon le type de molécule et selon les souches testees.
Cependant, il reste évident que I’exposition des souches a des concentrations bactéricides
augmente la probabilité d’efficacité thérapeutique avec un effet post antibiotique variable a
des concentrations inhibitrices. Ce dernier se traduit par arrét de croissance, donc arrét de
multiplication ou équitabilité entre les taux des cellules qui se divisent et ceux des cellules
lysées. Aprés I’élimination de I’antibiotique et pour certaines concentrations, les résultats ont
montré des diminutions des taux cellulaires. Ces derniers pourraient étre expliqués par une
lyse cellulaire sans division. Par conséquent, il se pourrait qu’il est possible de ralentir
I'’émergence de la résistance en optimisant la thérapie avec les médicaments actuellement

disponibles.

Perspectives

Pseudomonas aeruginosa est considéré comme I’exemple-type des bactéries pathogenes
opportunistes. Elle a une impressionnante capacité de développer une résistance
antibactérienne. En outre, le défi le plus difficile avec ce pathogene est sa capacité a devenir
résistant au cours du traitement d'une infection. Par conséquent, le défi face a nous aujourd'hui

est de ralentir I'émergence de la résistance.

Les données de nos résultats soulignent que I’antibiogramme dans sa forme actuelle, est d’une
utilité modérée. Donc, la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
demeure une demande indispensable avant la prescription de I’antibiotique le plus efficace
afin d’éviter les échecs thérapeutiques. Ce qui rend indispensable de renforcer les efforts par
I’équipement des laboratoires par des techniques automatisés qui facilitent I’obtention des

résultats fiables dans les délais les plus courts possibles.
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Des progres sont également nécessaires pour préciser les attentes des cliniciens concernant les
objectifs du traitement anti-pseudomonas ; puisque on pense que le défi le plus inquiétant est
I’expression des résistances in-vitro par une espéece qui est caractérisée par un systéeme assez
puissant leur permet d’avoir des résistances réversibles ou inductibles dans des conditions

méconnues a |I’heure actuelle.

De ce fait, dans le cadre d’une politique de maitrise des résistances bactérienne aux
antibiotiques, la gestion des médicaments ne peut étre laissee a coté, mais, il est indispensable
d’identifier tous les déterminants et d’assurer le contrle ; en faisant la part de ce qui revient a
tout ce qui révele de la surveillance par des mesures d’hygiénes et d’isolement des souches de
cette espece.

Il faut en outre, prendre en compte ce qui facilite la sélection des bactéries résistantes et
promouvoir le bon usage des antibiotiques. Ceci nécessite d’adopter un plan d’action régional,
national et méme mondial pour combattre la résistance aux antimicrobiens en renforcant les
conditions qui améliorent la pratique de la surveillance et de la recherche au niveau national et

mondial.

Nos résultats montrent que la lutte contre la résistance bactérienne ne peut plus se limiter
uniquement a I’indispensable évolution vertueuse des prescriptions des professionnels de
santé. Par ailleurs, il est important de ne pas restreindre les réflexions sur I’antibiorésistance
uniquement due aux antibiotiques mais [I’utilisation anarchique et immodérée des

antiseptiques et des désinfectants.

Compte tenu du pouvoir épidémique élevé de ces souches et des impasses thérapeutiques
auxquelles celles-ci peuvent conduire, le dépistage et la détection des genes de résistance sont
des eléments fondamentaux de la maitrise de leur dissemination. Néanmoins, sur le plan
technique cette détection s’avere tres difficile, voire impossible dans les pays en voie de

développement, entre autre I’ Algérie.

Il ne s’agit donc uniquement d’améliorer la qualité des prescriptions d’antibiotiques et le
niveau geénéral des connaissances sur I’antibiorésistance, mais aussi de soutenir les actions

citoyennes et privées en faveur de la lutte contre la résistance bactérienne.

En parallele, il est important de considérer les profils de résistance locaux actuels lorsque les
agents antibactériens sont choisis pour la gestion empirique des infections et d’agir au niveau
mondial, en prenant en compte les réalités des différents pays et la globalité du phénomeéne,
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bien au-dela de I’utilisation des antibiotiques.

Le developpement global d’une résistance doit étre freiné. Cela semble n’étre possible que par
des actions communes de I’industrie pharmaceutique et agroalimentaire, de la politique et des

patients.

Le recours aux antibiotiques en médecine humaine doit étre régulé. Il s’agit en premier lieu de
conserver I’efficacité des antibiotiques actuels. Seule une utilisation correcte et restrictive des
antibiotiques permet de freiner la sélection et la transmission de la résistance. Donc, la mise
en place d’une politiqgue de maitrise de I’utilisation des antibiotiques et la sensibilisation

peuvent prévenir la diffusion des bactéries résistantes

C’est vrai que, tres peu ou pas de nouveaux médicaments sont introduits sur le marché au
cours de ces derniéeres années et que la résistance aux antibiotiques antipseudomonale a éte
trouvée élevée. Mais les résultats de I’effet post antibiotique, nous encouragent a retourner les
axes de recherche vers [I’activation de division cellulaire au cours d’un traitement
antibactérien afin de mettre en évidence les probabilités de succés thérapeutique pour des
souches considérées comme résistantes avec des concentrations critiques élevées. En plus la
préservation de I’écosysteme bactérien du tube digestif pourrait préserver I’efficacité

thérapeutique.

Ces résultats montrent qu’il est possible d'optimiser la thérapie grace a la compréhension des
principes pharmacodynamiques antibactériens de base et son explication au niveau
moléculaire. Bien que la compréhension de la pharmacodynamique antibactérienne peut aider
dans la sélection du meilleur antibiotique et / ou dosage stratégie pour optimiser la thérapie,
en empéchant I'émergence de la résistance, elle nécessite l'inclusion de sous-populations
potentiellement résistantes dans I'équation. Malheureusement, ce n'est pas toujours simple,
puisque les changements de sensibilité associés aux mutations peuvent varier largement en
fonction de mécanisme de la résistance. Par conséquent, I’optimisation de la
pharmacodynamique basée sur la sensibilité de I'isolat clinique original n‘aborde pas toujours
le risque de résistance émergeant pendant la thérapie. De ce fait, des connaissances sur
I’antibiorésistance, par la participation de diverses disciplines sociales, économiques, que
biologiques, physiologiques, pharmacologiques, Vvétérinaires, agronomiques, de nutrition
complémentaire doivent étre associes a I’antibiothérapie, aide a comprendre
I’antibiorésistance dans sa globalité. Ce qui pourrait aider & éclairer la relation entre les

activités humaines, antibiotiques, environnement et antibiorésistance, tout en renforcant la
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responsabilité professionnelle individuelle et collective.

Ceci montre gque nous avons encore beaucoup a apprendre d’une part sur le potentiel de
résistance de P. aeruginosa caractérisée par l'interaction complexe de plusieurs mécanismes
de résistance, et d’autre part sur les interactions dynamiques des antibiotiques avec cette

bactérie pathogene.

L'augmentation de la résistance, voire de la multirésistance, couplée a I'absence de nouvelles
molécules, nous oblige a penser a la possibilité d’utiliser ceux dont nous disposons. Il se
pourrait que le bon usage des antibiotiques passe de facon incontournable par le dosage des
antibiotiques qui a eu la faveur des cliniciens dans un souci de prévention de la toxicité ; il est
évident qu'il doit bénéficier d'un engouement encore plus fort en termes d'efficacité
bactérioclinique et de prévention de I'émergence de résistance. Les technologies existantes le
permettent et il est du role du bactériologiste de le promouvoir avec l'aide des cliniciens

concernes.

On pense aussi qu’il est nécessaire de lancer des recherches sur la qualité d’alimentation des
personnes sous traitement ou la recherche des adjuvants alimentaires couplés et associés a

I’antibiothérapie peut aider certaines situations

L utilisation des études sur la résistance (CMI, CMB) et pharmacodynamiques (cinétiques de
bactéricidie et effet post-antibiotique) permet de préciser les conditions d’activité in-vivo a
réaliser pour I’amelioration des traitements appliqués aux patients a titre individuel que dans
une perspective plus large de diminution des risques de résistance et de controle des colts
globaux. Le développement de programmes concertés, réunissant cliniciens, microbiologistes
et pharmaciens et visant & implémenter les principes pharmacodynamiques, tout en modulant
leur application en fonction des situations individuelles, serait donc d’un grand intérét en

pathologie infectieuse.

Enfin, on pense qu’il est indispensable, aujourd’hui, de déecouvrir une cible, nouvelle, moins

susceptible d’induire une réponse adaptative de résistance.
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ABSTRACT

Bacterial resistance to antibacterial is a major public health problem. To contribute to the monitoring of multidrug resistance of
Pseudomonas aeruginosa, we have tested 356 strains. These were isolated from pathological products of outpatient or inpatient.
These strains were identified by the highlighted specific pigments and gallery API 20NE then submitted to several sensitivity tests
against antibacterial agents. The latter was evaluated by the diffusion method on agar medium. For chlorinated water which is the
most widely used disinfectant worldwide, we sought the lethal concentrations by liquid-based diffusion method. The results
demonstrated that among the amino glycoside only amikacin showed significant efficacy. Among beta-lactam, the imipenem and
piperacillin are the most effective relative to other antibiotics tested. Among the antiseptics tested only hydrogen peroxide at 10
volumes demonstrated efficacy compared with iodine alcohol at 10% and surgical alcohol at 70°. Strains tested showed a tolerance
at concentrations at least most important chlorinated water at 13 °. The latter has a static effect only up to 2%.

Keywords: Multiresistant, Pseudomonas aeruginosa, antibiotics, antiseptics, disinfectant.

INTRODUCTION

acterial resistance to antimicrobial agents is a

growing problem in medical practice. As to the

discovery of new antibioticsl, bacteria have
gradually accumulated in their genetic material multi
resistance genesz’3, the latter constitutes a major public
health problem". Pseudomonas aeruginosa pyocyanique
bacilli) is an opportunistic bacterium, able to adapt in any
environments>”. This species has a natural resistance to
many antibiotics over time, the strains have developed
acquired resistance to many antibiotics®. It is able to
acquire new strengths against usually active compounds.
It differs from other species occurring in the hospital by
its relatively high pathogenicity against immune
compromised patients (diabetes, cystic fibrosis, cancer,
HIV, mechanical ventilation) and its cross resistance to
many antibiotics of different families™®. The severity and
mortality observed in the bacterium Pseudomonas
aeruginosa infections are due to its intrinsic properties,
its ability to adapt between the ability of others to
acquire numerous mechanisms of resistance to many
antibiotics and antisepticsg’ 1011 The most disturbing fact
of recent years is reporting more and more common P.
aeruginosa strains resistant to an increasing number of
antibiotics. In some cases, strains show totally resistant to
all available molecules. This bacterium is a disease
"problem", especially as very few new drugs are
marketed by the pharmaceutical industry. Thus, several
authors have sounded the alarm facing the imminent era
of "post-antibiotic"® . The emergence and
dissemination of new mutants of P. aeruginosaare all

factors that can lead to treatment'’. To face this
challenge, health facilities should establish monitoring
and control strategies. These actions involve
multidisciplinary collaboration involving infectious disease
specialists, microbiologists, hygienists and
epidemiologistsla. To contribute to the monitoring of
multiresistant strains of this species. We focus in this
letter, on the determination of the bacterial strains
sensitivity profiles of P. aeruginosa isolated from different
origins related to antibiotics (beta-lactam and
aminoglycoside antibiotics), determination of
effectiveness of commonly used antiseptics and search
most used effective disinfectant concentrations
(chlorinated water) for cleaning the premises.

MATERIAL AND METHODS
Collection and transportation of strains

Pseudomonas aeruginosa strains tested in this study were
collected from various medical bacteriology services,
hospitals, clinics or private laboratory. We have been
tested 356 strains multiresistant whose origins differ
according to age, sex and type of sample patients of
different categories. The strains tested were transported
to the laboratory in conservation agar tubes.

Identification

Identification of P. aeruginosa was previously conducted

based on phenotypical and morphological criteria
(colony morphology, pigmentation, lactose
fermentation, oxidase and catalase activity)'*"°. Specific

pigments pyocyanin and pyoverdin were detected by
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using King medium A and King medium B'®.The most

interesting strains are identified by API 20NE kit
biomerieux""*®.
Determination of the sensitivity profiles against
antimicrobial
Antimicrobial susceptibility tests were performed

according to Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)™.

Antibiogram

The resistance profile of the strains isolated for antibiotics
was determined by the diffusion method on agar
medium. The antibiotics used in this study were selected
basically on their spectrum of activity that extends worm
species studied. This was performed by the Kirby-Bauer
disc diffusion method, which was performed using the
Clinical Laboratory Standards International guidelines )

Antiseptogram

This research aims to determine the susceptibility of
isolated strains to antiseptics commonly used to disinfect
the skin. Three antiseptics (surgical alcohol 70, iodine 10%
alcohol and 10 volume hydrogen peroxide) were tested in
this study. The method is applied by analogy to the
diffusion susceptibility testing method on agar medium®.
Using sterile forceps bacteriological; apply soaked disks
with antiseptic to the surface of Muller Hinton agar
seeded beforehand. Press each one of them to ensure its
implementation. Once applied, the disk should not be
moved and incubate 18 hours at 35 ° C. The diameters of
the inhibition zones are accurately measured using a
metallic caliper rule, outside of the closed box.

Determining inhibitory concentrations of chlorinated
water

The method is applied by analogy to the method for

determining  minimum  inhibitory  concentrations
bactericidal and bacteriostatic antibiotics by Broth
20,21

Dilution Susceptibility Tests,

They were determined according to Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelineszz. Prepare
a series of different concentrations of chlorinated water
at 13 °in a Muller Hinton broth in test tubes in an amount
of 5 ml per tube. Inoculate each tube with 500ul of the
bacterial suspension equivalent to 0.5 McFarland opacity.
After 18 hours incubation at 35°C; tubes with a
concentration = disorder is not inhibitory, those not
having a disorder = inhibitory concentration. To confirm
the inhibition is static or bactericidal we reseeded
negative tubes on agar box by longitudinal striated with
four strains per dish.

RESULTS AND DISCUSSION
Antibiogram

The results of the susceptibility testing show that the
tested strains have varying susceptibility profiles (Figure
1). All tested strains are resistant to penicillin novobiocin;

ISSN 0976 — 044X

PNV and lincomycin; L (R + | = 100%)). 90% of strains are
resistant to amoxicillin + clavulanic acid (AMC) and 66.7%
to kanamycin (K). The rate of resistance to ceftazidime
(CAZ), aztreonam (TMJ), ticarcillin (ICT) and colistin (CT)
are varied between 26.6%) and 20%.

However, it was noted that only 13.3% of the tested
strains were resistant to gentamicin (CN) and only 10% to
tobramycin (TOB). Too low resistance (3.3%)) was
observed for imipenem (IPM) and piperacillin (PRL). The
Amikacin (AK) showed a greater efficiency, where no
strain has shown resistance to this antibiotic. (Figure 1)

In general it was noted that resistance to -lactam with a
low 33% rates. Even the association of pinicilline
novobiocin (PNV) has not shown efficacy against the
tested strains (Figure 2).

It is lower for aminoglycosides with a tau of 18% whose
sensitivity profile of the various tested aminoglycosides is
variable. With the exception of amikacin that is the most
effective (Figure 3).

Figure 4showed some photos of the antibiogram of some
strains tested.

100% 7
80% 1

% Sensitivity and 60% 7
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2%
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antibiotics tested

Figure 1: Results of the strains tested susceptibility
patterns to antibiotics.
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Figure 2: Results of the susceptibility patterns beta
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Figure 3: Results profiles sensitivity to aminoglycosides
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S3 S39 5S40 S52

Figure 4: Some photos of the antibiogram of some strains
tested

Antiseptogram

The results of the antiseptogram (Figure 5) have shown
that hydrogen peroxide at 10 volume is the most effective
antiseptic on the P. geruginosa strains tested. The zones
of inhibition are very important (25mm to 45mm) relative
to alcohol iodinated to 10%. This gave inhibition zones
between 7 to 20mm. The surgical alcohol at 70° has
resulted very weak inhibition zones (6 a15mm).

S36 S38 S41

S54 S52 S3

Figure 5: Some photos of anti septogramme of some
strains tested

Search inhibitory concentrations of chlorinated water

The research results of inhibitory concentrations of
chlorinated water at 13 ° Chl, show that the tested strains
can tolerate concentrations of chlorinated water to
0.5%.0nly 20% of the strains tested were inhibited by this
concentration. From concentration of 1%, chlorinated
water showed an inhibitory activity for the strains tested
(Figureb. Plate 3)

For confirmation of the inhibition, seeding negative tubes
(show no disorder) on solid medium has shown that all
strains are tolerant to the concentration of 0.5% in
chlorinated water; 13.3% of the strains remain viable
even at the concentration of 1% and 6.6% stem bore the

concentration of 2% (Figure 7, 8). Therefore, the strains
tested show some resistance to chlorination, wherein the
concentration of chlorinated water at 2% can only have a
bacteriostatic effect on the tested strains.

100%  100%  100% 100%  100%

100%
90% 80%
80%
70%
60%
% strain  50% m(+)
40%
30%
20%
10% 0% 0%

u()

Témoin 0,125% 025% 050% 1% 2%

Dilutions of chlorinated water

Figure 6: Results of the strains tested susceptibility
patterns to different concentrations of chlorinated water
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Figure 7: Results of confirmation of inhibition by
chlorinated water on solid medium
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Figure 8: Some photo of the results of stem susceptibility
profiles tested with chlorinated water
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Amino glycoside in particular the amikacin is considered
in literature as effective. Even the strains tested in this
work have shown a remarkable sensitivity to this
antibiotic as compared to other antibiotics tested.

Our study showed that only 13.3% of the tested strains
were resistant to this antibiotic. Therefore gentamicin
may be a drug of choice for some ill when the need to
resort to the same antibiotic susceptibility in some
countries if the use of this antibiotic is less secure than
before.

This study allowed us to observe a significant increase in
resistance to ceftazidime with a difference of 17.6%.
While it did not reveal an evolution of resistance to
imipenem which presented the lowest resistance rates for
these three periods. Similarly the piperacillin and
amikacin were found still effective against the strains
tested.

Carmeli and al”have studied the risk of emergence of
resistance associated with piperacillin, ceftazidime,
ciprofloxacin and imipenem; they have observed a
maximum risk for imipenem.

Results of Mohnarin showed that P. aeruginosa ranked
second among all bacteria seen in nosocomial infections.
Amikacin, levofloxacin, carbapenem, ceftazidime, and
cefepime are usually employed to treat P. aeruginosa
infections, but its resistance to these drugs and even
multi-drug resistant P. aeruginosa is already rising year by
year. Results of Mohnarin showed that the resistant rates
of P. aeruginosa to the above-mentioned antibacterial
agents were 21.9%, 31.7%, 33.2%, 29.9%, and 25.3%,
respectively24. In addition, the US MYSTIC surveillance
results were 10.4%, 22.4%, 7.3%, 9.8%, and 4.8%,
respectively25'27.

The Korean National Survey of Antimicrobial Resistance
has reported that 21%, 22%, and 22% of P. aeruginosa
strains were resistant to ceftazidime, cefepime and
imipenem, respectivelyzs.

Similar results were seen in a report from 12 tertiary
hospitals in Korea, in which 21%, 22%, and 26% of P.
geruginosa strains were resistant to ceftazidime,
cefepime and imipenem, respectively29

Howerver, Sun and alfound that 3.8%, 20.4%, and 2.4% of
the P. aeruginosa strains isolated from patients were
resistant to ceftazidime, ceftazidime, and imipenem,
respectively. Differences between results may be due to
differences in treatment modality and the frequency of
antibiotic used in each diseases®.

The resistance of P. aeruginosa to beta-lactams is due to
the existence of metallo-beta-lactamases and extended
spectrum beta-lactamases, which confers resistance to
most beta-lactam antibiotics, *° pseudomonas are bacteria
that accumulate many antibiotic resistance mechanisms,
imposing a formal request for confirmation of the

effectiveness of selected antibiotics>"*?

ISSN 0976 — 044X

Indeed, pseudomonas possesses genetic factors likely to
gain or lose the genes of antibiotic resistance, described
. 33, 34 .
as the integrons . These integrate can accommodate
cassettes, mobile elements formed of a gene and a
i . . .. 3536
specific recombination website™".

Several classes integrons have been defined; three of
them (classes 1, 2 and 3), well characterized, are involved
in the spread of antibiotic resistance’’

The mechanism of the multi-drug resistance of P.
aeruginosa mainly lies in the activation of bacterial active
efflux systems and the loss of outer membrane protein.
The major active efflux systems include MexAB-OprM,
MexCD-OprJ, and MexEF-OprN, which can be activated by
the induction of some antibacterial agents or chemical
agents such as meropenem, quinolones, and
detergents38.

Incorrectly prescribed antibiotics also contribute to the
promotion of resistant bacteria. Studies of Centers for
Disease Control and Prevention have shown that
treatment indication, choice of agent, or duration of
antibiotic therapy is incorrect in 30% to 50% of cases™.

Some strains tested showed resistance to even the most
antiseptic used with a tolerance at concentrations of the
order of 2% by chlorinated water at 13 °.

Thus, this bacterium could escape inhibition by all
antibacterial molecules. This probability calls to focus on
the means of prevention to limit infections by
Pseudomonas against which antibiotics is difficult.

The risk management phenomenon of movement and
spread of antibiotic resistance requires the existence and
coordination of monitoring networks, to account for the
colossal work to have an overall picture taking into
account all possible routes of transmission of resistance,
common sense recommends action at the root of the
problem.

Does the fight against microbial resistance needs
reduction and rational use of antibiotics in both human
and veterinary medicine which means a sale monitoring
and antibiotic consumption? And is it possible to apply it
outside the hospital?

Information of health professionals, farmers, food
producers, industrial and consumer shows essential to
make them aware of the problem where everyone is an
actor at his level, and to encourage all means of
prevention transmission resistance.

Furthermore does the emergence of resistant strains
require the search for new antibiotics?

The improved prognosis of infections due to P.
aeruginosa depends on how early the intensity and
effectiveness  of  antibiotic  therapy instituted
probabilistically (empirical) initially and then possibly
modified according to data from antibiogram and the
clinical course. Must carry out bacteriological samples
before and during treatment to the bacteriologist may
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make available to the clinician one or more therapeutic
alternatives to minimize the likelihood of treatment
failure. But this practice is not present in medical practice.

Very specific therapeutic adjuvants such as inhibitors of
efflux pumps that allow decreases in doses or sensitivities
restoration are under development.

But before all, prevention is the key to the problems
posed by P. aeruginosa. It goes through the strict
application by all rules of hygiene, rational use of
antibiotics and the use of laboratory to base treatment on
susceptibility testing data. But why not think about the
practice of using disinfectants?

CONCLUSION

To contribute to the monitoring of multi resistance
Pseubomonas aeruginosa, the results of the research
profiles of sensitivities of strains collected against amino
glycosides and beta-lactam antibiotics most used in
Algeria showed that the tested strains have high
resistance rates (60% to 100%) to penicillin, the
novobiocin, the lincomicine, amoxicillin-
acideclavulanique, and kanamycin. Antibiotics that are
effective on the strains tested are: Amikacin (AK), with an
0% resistance tau and imipenem (IPM) and piperacillin
(PRL) with a too low rate of resistance (3.3%).

The prevalence of resistance to imipenem was 81.53%.
What to conclude that the evolution of resistance was not
important to amikacin, and piperacillin imipinéme. Even
these antibiotics are always active, and show that they
are the most effective antibiotics against Pseudomonas
geruginosa Antimicrobial susceptibility remains an
indispensable application before prescribing the most
effective antibiotic to prevent treatment failures.

The antiseptogram showed that hydrogen peroxide (at10
volume) is most effective on the strains tested with
respect to the surgical alcohol 70 ° and iodinated alcohol
at 10%.

The research of the inhibitory concentration of
chlorinated water at 13 ° on the tested strains shows that
these strains can grow in the presence of concentrations
of 0.25 to 1% of this disinfectant. In addition there are
some which can withstand more than 2% concentrations.
This could explain the causes of the increase in
nosocomial infections with Pseudomonas aeruginosa, and
especially those  postoperative. So  Systematic
surveillance of antibacterial resistance coupled with
medical education will allow a more rational use of
antibiotics and help control increases in bacterial
resistance.
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Résumé :

L’ optimisation de I’antibiothérapie est un facteur important dans I’amélioration de
I’efficacité de la thérapeutique anti-infectieuse et la diminution des risques d’émergence de
résistance et des colts. P.aeruginosa a acquis ces dernieres années des résistances a de
nombreux antibiotiques. Elle est classée dans la premiére position comme agent redoutable
incriminé dans les infections épidemiologiques. Afin de contribuer a la surveillance de
I’évolution de la résistance de cette bactérie, nous avons etudié I’antibiorésistance de 390
souches pathologiques vis-a-vis des aminosides et béta-lactamines les plus utilisés en Algérie.
Les résultats montrent que I’évolution de la résistance aux aminosides est plus faible que celle
aux béta-lactamine. En plus cette évolution n’est pas linéaire dans le temps. Cependant, des
poussees des concentrations minimales inhibitrices sont observées. En addition, nos résultats
montrent des effets variables des deux aminosides (amikacine, gentamicine) et le béta-
lactamine (imipenéme) testés, contrent les différentes catégories des isolats cliniques étudiés
(sensibles/résistantes) ; ils peuvent étre bactéricides, bactériostatiques ou tolérés par certaines
souches. Donc, I’antibiogramme avec détermination des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) demeure une demande indispensable a I’optimisation de I’antibiothérapie. En parallele,
un effet post antibiotique est observé aprés une exposition des cellules vivantes de P.
aeruginosa a des concentrations inhibitrices (CMI, 10CMI, CMB) pendant des temps
variables (30min, 60min, 120min) pour I’amikacine et I’imipeneme. Ces concentrations
peuvent induire un retard de croissance méme pour un temps de contact court. En outre la
probabilité d’une recroissance est toujours présente pour les cellules exposées a des
concentrations seulement inhibitrices (CMI). En général, méme pour les souches qui
apparaissent résistantes sur antibiogramme, I’amikacine est un antibiotique concentration-
dépendant. Par contre I’imipeneme reste un antibiotique temps-concentration dépendants.
Nous avons remarqué aussi que le temps pendant lequel la concentration demeure maintenue
a la CMB du la souche combattue est le meilleur paramétre prédicateur de leur efficacité.
Donc il y’a toujours un acces des sites d’actions cellulaires ce qui augmente I’espoir de la
possibilité de protection de I’arsenal antibactérien disponible par la compréhension du
mécanisme moléculaire d’induction et d’activation de division cellulaire en présence des

antibiotiques.

MOTS CLES :

P. aeruginosa , résistance, bétalactamines, aminosides, effet post-antibiotique.



Abstract :

The optimization of antibiotic treatments is an important factor in improving the
effectiveness of anti-infectious therapy, reducing the risks of emergence of resistance and
costs. P. aeruginosa has acquired in recent years resistance to many antibiotics in addition it
is classified in the first position as formidable agent incriminated in the epidemiological
infections (aminoglycoside, betalactam). To contribute to the monitoring of multidrug
resistance of Pseudomonas aeruginosa, we have tested 390 strains. These were isolated from
pathological products against the aminosid and et béta-lactam most used in Algeria. Results
show that the evolution of aminoglycoside resistance is lower than that of beta-lactam. This
evolution is not linear in time. However, outbreaks of minimal inhibitory concentrations
(MIC) are observed. In addition, our results show variable effects of the two aminoglycosides
(amikacin, gentamicin) and betalactamine (imipenem) tested, countering the different
categories of clinical isolates studied (sensitive / resistant); they can be bactericidal,
bacteriostatic or tolerated by certain strains. Therefore, antibiogram with determination of
minimal inhibitory concentrations remains an essential demand for the optimization of
antibiotic therapy. in other fact, a post-antibiotic effect is observed after exposure of P.
aeruginosa live cells to inhibitory concentrations (MIC, 10MIC, CMB) for varying times
(30min, 60min, 120min) for both antibiotics amikacin (aminoglycoside) and imipenem (beta-
lactam).These concentrations can induce growth retardation even in short contact time. In
addition, the probability of re-growth is still possible for cells exposed only to inhibitory
concentrations (MIC). In general, even for strains that appear resistant to antibiogram,
amikacin is a concentration-dependent antibiotic. On the other hand, imipenem remains a
time-concentration-dependent antibiotic.

It has also been noted that the time during which the concentration remains at the CMB of the
strain being fought is the best predictor of their effectiveness. So there is always an access to
cellular action sites which increases the hope of the possibility of protecting the available
antibacterial arsenal, by understanding the molecular mechanism of induction and activation

of cell division in the presence of antibiotics.

Keywords :

P. aeruginosa, resistance, beta-lactams, aminoglycosides, post-antibiotic effect.
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Annexe 1 :
Tableaux des préelevements
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Tableau 01: Répartition des prélevements selon le sexe

Sexe effectif des souches
femme 258/535(48.22%)
Homme 249/535 (46.54%)
adulte 19/535 (3.55%)
enfant 09/535(1.68%)

Tableau 02: Répartition des prélevements selon I’age et le sexe

Age /sexe Homme Femme Enfant Non détermine
2mois-2ans 13 / / /
2ans-13 / / / /
enfant / 34 9 /
adulte 111 187 / /
16-19 / 4 / /
20-29 16 / / /
30-39 / 15 / /
40-49 48 14 / /
50-59 29 / / /
60-69 32 / / /
70-79 / 4 / /
Non déterminé 19

Tableau 03: Répartition des préléevements selon les I’origine pathologique

Origine pathologique

Fréquence

ECBU

345/535 (64.49%)

pus

75/535 pus (14.01%) (10oreille, 65 non
déterminé de quel site)

Iésion chirurgicale

10/535 lésion chirurgicale (1.87) (dont I’age
est compris entre 20 et 40 ans)

Liquide pleural

11 /535 (2.05) pleural

prélevement vaginal.

4535 (0.74%)

Plaie

6/535 (1.12%)

Sonde gastrique

2/535 (0.37%)

Non déterminé

82/535 (15.32%)
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Tableau 04: Répartition des prélévements selon les services

Service Effectif des souches
non déterminé 375/535(70.09%)
Pédiatrie 21/535 (03.92%)
Consultation externe 18/535 (03.36%)
Infectieux 05/535 (00.93%)
pneumologie 35/535 (06.54%)
Urologie 15/535 (02.80%)
Réanimation 10/535 (01.86%)
médecine interne 15/535 (02.80%)
Orl 22/535 (04.11%)
Endocrinologie 19/535 (03.55%)
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A .
Tableau 48 " Abi20NE
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Tableau 05: Tableau de lecture de I’ Api 20NE (BioMérieux SA)

Composants o Résultats
Tests actifs Réaction/enzyme Négatif | Positif
réduction des nitrates NIT 1 +NIT 2/5 min
NO Potassium nitrat en nitrites Incolore | Rose-rouge
: OtasSIUM NI ¢ quction des nitrates Zn/ Smin
en azote Rose incolore
Kovacs/ immédiat
TRP L-tryptophane formation d’indole Incolore
ar Rose
Vert péle/ jaune
GLU D-glucose fermentation Bleu a vert Jaune
ADH L-arginine arginine Dihydrolase Jaune Ora?gjggose/
URE Urée Uréase Jaune Orange/ rose/
rouge
Esculine Hydrolyse . i
ESC citrate de fer glucosidase) Jaune Gris/ marron/ noir
GEL Gelgtlne (origine Hydr_olyse ,de Non diffusion D_|ffu3|on d_u
bovine) gélatine (protéase) pigment noir
[B-galactosidase
4-nitrophynél-pD- | (Para-NitroPhényl- .
PNPG galactopyranoside | BD- Incolore jaune
Galactopyranosidase)
GLU D-glucose assimilation transparente Trouble
ARA L-arabinose assimilation transparente Trouble
MNE | D-mannose assimilation transparente Trouble
MAN | D-mannitol assimilation transparente Trouble
N-acétyl- L
NAG glucosamine Assimilation transparente Trouble
MAL | D-maltose assimilation transparente Trouble
Potassium T
GNT gluconate assimilation transparente Trouble
CAP Acide caprique assimilation transparente Trouble
ADI Acide adipique assimilation transparente Trouble
MLT | Acide malique assimilation transparente Trouble
CIT Trisodium citrate | assimilation transparente Trouble
PAC Acide assimilation transparente Trouble

phénilacetique
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Tableau 06 : Tableau d’ |dent|f|cat|on de I’Api 20NE (BioMérieux SA)

AP| 21 ME VT HE L] E0F] URE] EEC] BEL | FrPE | Eun] AR5 [kEa] WAre [ HAGs [wALa] EhTe| CAFs] DI [WiTa| CiTa] Face] D
Achromutaciar danerfoens [HIERE i 1 20 x
Azhyomobaciar idasaidans 1] B
Azinatobeciar Daumenabisooscelios
Azinatobeciar haemoldicus
Azinatobeciar unaiahnaond
Acinuobaciar oty
Aciodechar M sinG
Apromones Apdroohilatease
AT SET 557 MASILEAM RIS
ANOTOnSS SERONCINa S50 salmonicida
Agromones sabia
Akaligonss Aacaks 1 1
Alaligonas hacaks 7
Evrpopaha Toafeloum ]
Enndodods sAam ]
Enrdotol bronchseptca
Ere cirarute Tiipoda urodrals | 4
Erptandimonss wiscukns 1=
Eurktuoddony cogecha 1
Eurkhoddiny paauamals
Chomabeionum W
Enaberionum natkagenss e
Chrsaahecfonum mendngossatioun
Comamanes das‘oshoro™s aloalpane
(Ja¥is aodovonans
[
Mo sl Fackurnole fobelos
Methyhodactanum sasophikm 21
Moravoda ounete
Moraros 500 4
Miprodas sog a
Dchmbactrum anthropi
Dipala woohice Ll
Fusiaurolis sogans
Fal mufooia
Fi I pracm ol ) el
= o r
Phodobashium dumsolss [4
Plasiamanas shigelaidas
Proudanans Ao
Fipudananas fLomecans T
Froudamanis W
Froudamank monddang D
Proudonanas snynhabdens a
Proudomone pudis E]
Prewdananas shitoo
Psphrobaci phanyipwusous [
Halgiona Dot I
Rnizabaam raciobadior
Shoaranol e PUTRlc RS prup
Sphivgodaciasum swlvorum a
SONRQOSSCIALIT SRS i
SpiEngoTENes peucimabiis jle]
Slareirophamonas mefophiiie Exd
Wibna el i
Wi chohwod
v makchakow d | 60 84|
Wit pershasosl divus
Vit waloihas
Pautarsh bty 1 1] o
Wanisole wroseErpedobectarimes [ 12] 5 | D

il

BT
1
4
11

1=

70

L) LELN ] e (B
wlalalala|a|a|H
olo|oli|=|ofo]r
vlo|olalo|<|o
o|lo|ola|«|olo
ala|alala
vla|mlald o
-':H:hl.-i:h-nﬂi:h
=1 I =1 1= o
Nl=lglg|=|-=l0
o|lo| ook
EEEEE

| v
i@

& -':H:H:hu-n-o'_

(=]

[

B

o (e
1=
(]

5 o
E=
ala|al-

]
v

=]
bl E=0 ol =1 B

i

(=]
=]

El L= (= =] D=1 k=] B
[E] [=1 (=7 =1 0E] fE1

s|o|ala|a|lala

=2 w| =
el Gl ) el I g ]
wla|alalalal gl
B L=l =1 (=4 B

=]

=lala|ala|ala]|a
I =1 =] (=1 =201 P

SEIGIEIGIGEIEIEEILE B
o= |olo|o|la|o

=100

alald glo|alalo|ala)
[=]1=]

=

L

[

B |
]
i

LG

=]

ol
ola

2 1]
wle |-

o

(=] [=] l".\".\".\-ll-ul;l".\l".\-l-".\-l- =1 l".\".\".\l".\':\-l-l".\l.l-l-".\-l-':\-l-

sa|a|ala
s|@|m

EEICIE I EIE E E
alalalala]aluE|E ola|w|d]s]ale|ala | <E
[ B Y P et

s
=
alo|o|Ea|f o fw -

al=lolala|alE

B e B CIEIEIE] &

s
=]
|

=1 =1 E=1 =1 (=1 £=1 1 =01 =] = o
af«|al«|a|a

(=]

I EEEEE R

= gl=|=]=

=]
]
(5]
L]

o|a|a

[BU) (= ) (=) ] el ] L (o) pm ) () ] Gl 0] D (]

I.llg -

EIEIEIEICIEFH EIH I EI I E = FEIE

Y o Y Y s
it | s

Eﬂ .
b b L
| = | [ ks

slo @
iy
ki

(=] = Y

8l
ao|al=|a|ala

m|

alal<|al=|=]a)
B CIE EIEIEIE]

n

=] L= =10 B 1= P =1 (=1 B (=] (=] Fref L= £=] §
|_._.Hv:u B E

&

[

olﬂﬂ i:hi:--i:hi:hld:\i:\o NEEEERE
=

-

O

[=]
= | =] =

50

10 | _BF

9
n|
(=] (S [0 [= ] (5]

=]
(=]
=]

W

o

. P
45 0|« (2
[=]

1 10

e

j L=l L= (=) ) f ) () -l-l-".\l.l-l-':\".\ll".\".\-l-l-':\':\".\l.l".\".\ﬂ

-
=

ol=

a1

slo|o|alalala|ala|alala|ala|a

o
ulg ofo|-

o | s
']

bl Il 1 e S T (5

(=11

a2
=

Y N 5 5 RN I 108

(=1
=
o=
w

I
B
o o|-0000»-00-0ﬂ---|;0-;—3 ol|o|«|<|<]o| < e |o|<|ofw|o|of R <=0

(=3 (=3 E= Eoy ] L) () ) () Ee] ) D] U C ) B

=1 [+ B ] =1 E=1 (=1 =1 PO

(=]
=]
ey . PrY
=] (=] B5
W
[E]

Evaluation de la résistance et de l'effet post antibiotique
des béta-lactamines et des aminosides vis a vis des souches ]Pat]hologlq[utes de Pseudomonas aerugrinosa



Annexe

Annexe 3:
Tableau des antibiotiques testés
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Tableau 7 : Listes des antibiotiques testés avec objectif d’utilisation

Objectif famille Sous antibiotique Abréviation Charge du Concentrations Diamétres
y al: . famille disque critiques critiques
d’utilisation (mg/L) (mm)
S R S R
PENICIL | Ticarcilline TIC 75 nug <16 > 16 >22 <22
3 " LINES | Pipéracilline PRL 75 ug <16 > 16 > 18 <18
£ e Pipéracilline/tazobactam TZP 75/10 pug <16/4 > 16/4 >19 <19
S = CARBAP | Imipénéme IPM 10 pg <4 >8 >22 <17
T . S ENEMES | Doripénéme DOR 10 ug <1 > 4 >24 | <19
8 S < MONOB | Aztréonam ATM 30 ug <1 > 16 >27 <19
°s s ACTAME
S g M CEPHAL | Ceftazidime CAZ 30 ug <8 >8 >19 <19
2o OSPORIN
= ES
£ Tobramycine TOB 10 pg <4 >4 >16 |<16
% aminosides Amikacine AN 30 pg <8 > 16 >17 <15
a) Gentamicine CN 15pgloun | <4 >4 >16 <16
Nétilmicine NET 30 ug <4 >4 >19 <19
@ aminosides Kanamycine K 30 Ul <8 > 16 >17 < 15
© " PENICIL | Pénicilline novobiocine PNV 40ug > 8/2 16< >17
= 8 LINES
g = CEPHAL | céfotaxime CTX
® 3 OSPORIN
2 E ES
g .._,"“ PENICIL | Amoxicilline+Acide AMC 20/10 pg <472
@ @ LINES | clavulanique
[
c = LINCOSAMIDES Lincomycine L 10ug >21 <16 17< >21
o c
285 POLYPEPTIDES | Colistine cT 50 pg <2 >4
NTRENE
wn -
Remarque : Selon SFM(2013) ; Pseudomonas aeruginosa a une résistance naturelle & : aminopénicillines, céphalosporines lere et Zeme
génération, céfixime, céfuroxime, céfotaxime, ceftriaxone, ertapénéme, kanamycine, tétracyclines, chloramphénicol, triméthoprime, quinolones
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Annexe 4:

Tableaux des resistances aux antibiotiques
selon les anneées
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Tableaux 11 : Effectifs des profils de résistance des souches testées vis-a-vis des Béta-
lactamines de I’année 2011

2011| ATM PRL CAZ TIC AMC IPM
S 76.81% 95.71% 72.85 80.00% 11.42% 97.14%
(53/69) (67/70) (51/70) (56/70) (08/70) (68/70)
R 11.59% 04.28 % 24.28% 20.00% 88.57 02.85%
(08/69) (03/70) (17/70) (14/70) (62/70) (02/70)
| 11.59 / 02.85% / / /
(08/69) (02/70)

Tableaux 12 : Effectifs des profils de résistance des souches testées vis-a-vis des Béta-
lactamines de I’année 2012

2012|  ATM PRL CAZ TIC AMC IPM
09.43% 96.22%
7830% | 97.11% | 72.64% | 81.13%
S | (83/106) | (101/104) | (77/106) | (86/106) | (10/106) | (102/106)
. 0754% | 02.88% | 22.64% | 18.86% | 90.56% 03.77
(08/106) | (03/104) | (24/106) | (20/106) | (96/106) (04/106)
| 14.15% | 04.71% | / /
(15/106) (05/106)

Tableaux 13: Effectifs des profils de résistance des souches testées vis-a-vis des Béta-
lactamines de I’année 2013

2013 | ATM PRL CAZ TIC AMC IPM
s | 75.55% 96.66% 74.30% 79.44% 09.44% 96.66%
(136/180) | (174/180) | (133/179) | (143/180) |  (17/180) (174/180)
R | 1166% 03.33% 22.34% 20.55% 90.55% 03.33%
(21/180) | (06/180) (40/179) | (37/180) |  (163/180) (06/180)
| 12.77% / 03.35% / / /
(23/180) (06/179)
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Tableau 14: Reésultats de I’antibiogramme des souches résistantes colletées en 2016

2016 zig % E E 50& E § E § é 5 résistance

S2616 R I S S R R R R |S S S S R de haut niveau
aux

B lactamines

S5416 | R / I S S R |S|R|/ |R|S S S R de haut niveau
aux

B lactamines

S5716 R I S S R R|IR|/ |R R S R R de haut niveau
aux

B lactamines

S2010 / S S S R I TR |/ | R S S S R de haut niveau
16 aux
B lactamines

S2710 R|R| R S R |IR|R|/ |R|S S S R de haut niveau
16 aux
B lactamines

S221116 Il | S / R R / / / R R S R PénicilipaseAQC+
ré car

(imperméabilité)

S131216 / I R R R / | R R | S S S R haut N + R
Carbapéname
(imper)
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Tableaux 15 : Effectifs des profils de résistance des souches testées vis-a-vis des aminosides
de I’année 2011

2011 K TOB AK CN
S 40% (28/70) 91.42% (64/70) | 100% (70/70) | 94.28% (66/70)
R 54.28% (38/70) | 08.57% (06/70) 0 4.28% (03/70)

05.71% (04/70)

/

/

1.42% (01/70)

Tableaux 16: Effectifs des profils de résistance des souches testées vis-a-vis des aminosides
de I’année 2012

2012 K TOB AK CN
S | 27.88% (29/104) | 90.56% (96/106) 100% (106) | 91.42% (96/105)
R 65.38 (68/104) | 09.43% (10/106) 00.00% (00/356) |  5.71% (6/105)
| 06.73% (7/104) / / 2.85% (03/105)

Tableaux 17: Effectifs des profils de résistance des souches testées vis-a-vis des Béta-
lactamines de I’année 2013

2013 K TOB AK CN
S 33.88% (61/180) | 89.44% (161/180) | 100%(180/180) | 81.11% (146/180)
R | 59.44% (107/180) | 10.55% (19/180) 0 (08.88%) 16/180
| 06.66% (12/180) / 0 10% (18/180)
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Tableau 18: Résultats de I’antibiogramme des souches résistantes colletées en 2014

S | & | N o < p x| X Q) z| z| 5 2

F| M| S| F|l 2| E|RIG| Y| R|D| =] 2]E
114 I S S S| R S| S R| S | S S| S| R
214 | g R | S r| R R| R / R
2214 | R S S S| R 1| S | R | R R S S |R
314 | s R | S r| R RIR|R|R]| S S S S R
3314 | | S R S| R RIR|R|R S R|R|R|R
MR s | s silR| RIR|IRIR|s|R|s|s|r
814 | R | S S S| R 1| S I R|R|R| S S |R
914 I S S S| R RIR|R|R|S|R|R|RIR
1014 | R | S S r| R Il R|R|R|R|R|S|RIR
44 | R | S S r| R Il R|R|R|R|R|S|RIR
4 TR s | s s| R sls| R s|s|sl|s|s]|r
1114

R|S|R S| R RIR|R|R| S| S S| S |R
1214

S| R | S r| R RIR|R|R / S S| S| R
B4 VIR | s <Rl RIR|R|R|/|s|s|s|R
1414

/ I S S R S R|R|R| S| S S| R|R
1514

S | R R R R R|R|R / R| S| R IR
1614

R | R R R R R|R|R / S S| S |R
21214

R|R|R S| R S| S R| S S | S S| S |R
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Annexe 5
Tableaux des phénotypes de résistance de P.

aeruginosa
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Tableau 20: Phénotypes de résistance de P. aeruginosa aux p-lactamines (Fauchére, 1997)

ATB a Phénotype
étudier

1 2 3 4 5 6 7
TIC S R R R R S R
PIP S R S R R S R
CAZ S S S S R S R
ATM S S R R R S R
IMP S S S S S R R
© 2 | 2 2 A
ie) = = = 5 3
£ g 5 o g | § § O | £
L 8 =] Qa prd c = 4 P c o >
S g © 3 T S |8 T | 2 |38
8 2 % 3 % Q o % % o 8 f=3
= ¢ O £ o E E g @) E 3 £
% 3 ° 3 o
S o £ g N E |2 |< > |3
@ = S 5 o < |2 [© = S

Tableau 21: Phénotypes de résistance de P. aeruginosa aux aminosides (Fauchere, 1997)

antibiotique L. .
Mécanisme de reésistance
CN | TOB| NET| AK
R S S S AAC(3)-I
R R S S AAC(3)-11I
R R R S AAC(3)-1V-V
S R R R AAC(6)-1
R R R S AAC(6")-11
R R S S ANT(2"™)
R R R R AAC(6°)-1 +ANT(2 ) ou
perméabilite

Evaluation de la résistance et de l'effet post antibiotique
des béta-lactamines et des aminosides vis a vis des souches ]Pat]hologlq[utes de Pseudomonas aerugrinosa



Annexe

Annexe 6:
Antibiogramme des souches choisies pour la
détermination des CMI et CMB
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Tableau 23: Antibiogramme des souches choisies en 2011pour la détermination des CMI et

CMB

© Antibiotiques2011

§ Blactamines Aminosides Autres

2 ATM[PRL [CAZ[TIC|[AMC|IPM | K [TOB|AN [CN | CT | L PNV
S4211 | S R R R S R R S R S R R
S5411 | S S S S R S I S S| S| S |R R
S3511 | S S S S R S |R| S S| S| S |R R
S15511 | R R R R R R R S R S R R
S7911 I S R R R S |R| R S| R|S|R R

Tableau 26: Antibiogramme des souches choisies en 2012 pour la détermination des CMI et

CMB
@ Antibiotiques
§ Blactamines Aminosides Autres
8 ATM | PRL |CAZ | TIC| AMC |IPM| K| TOB| AN |CN |CT | L | PNV
S3112 S R | S |R S SIR| R
S3212 SIR|R|R|SIRIR|S|IR|ISIRIR
510312 s|s|s| RI|s|R|s|s|s|s|rRlIR
S1412 SIR|IR|R|SIRIR|S|IR|SIR[IR
S11412 S| S| S| R|S|I|s|s|s|s|rR[IR
S2512 s|s|s|R|[sIR|lS|s|s|s|rR|IR
S10512 SIR|IR|R|RIRIR|S|IR|ISIRIR
S17512 RIR|IR| R | RIRIRI|S|1]|S|IR[IR
S24512 S| SsS|S|R|S|I|s|s|s|s|rRIR
S24512(2) S| S|Ss| R|[S|I|S|[s|1T[SIRIR
S3612 s|s|s| RI|Is|Rls|s|1]|s|rRIR
S13912 R R R| R
S41012 R R R| R
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Tableau 28 Antibiogramme des souches choisies en 2013 pour la détermination des CMI et

CMB

© Antibiotiques2013

e

S Blactamines Aminosides Autres

o

» ATM | PRL | CAZ [ TIC| AMC |[IPM | K [ TOB | AN | CN CT|L| PNV
S4113 I S R R R S |R| R S | R R| R
S5113 S S S S R S |R| S S I S |R| R
S14113 R S R R R S |R R S R S |R R
S30313 | S R R R R | R R S R S |R R
S1413 I S R R R S |R| R S | R S |[R| R
S1513 S S S S R S |1 S S| S S |R| R
S30113 | S R R R S R S R S |R R
S13213 S S S S R S S S| S S [R| R
S15213 S S R I S S R| R
S5313 R R R| R
S15313 S S S S R S |R| S S| S S |[R| R
S19313 I S R R R S R S | R S [R| R
S10413 | S R R R S R S R S |R R
S16413 S S S S R S |1 S S| S S |[R| R
S17413 S S S S R S |1 S S| S S [R| R
S13513 S S S S R S |R| S S I S |R| R
S14513 S S S S R S || S S I S |R| R
S16513 I R R R R R IR| R S | R S |[R| R
S13613 R S R R R S |R| R S | R S [R| R
S15613 | S R R R R | R R S R S |R R
S191013 I R R R R R IR| R S | R S [R| R
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