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I. Introduction :

Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique est un bacille a Gram négatif, aérobie strict,
capable de survivre dans [I'environnement. Pseudomonas aeruginosa est aujourd’hui
clairement reconnu comme un pathogene nosocomial majeur chez les patients affaiblis, ainsi
que dans le cadre de la mucoviscidose [1].

Au cours des dernieres décennies Pseudomonas aeruginosa, une bactérie opportuniste, s’est
imposé comme un pathogéne hospitalier trés important du fait du nombre et de la gravité des
infections causées. L’enquéte nationale de prévalence de 2006 attribue a Pseudomonas
aeruginosa la responsabilité de 10 % de 1’ensemble des infections nosocomiales en France, le
placant ainsi au 3*™ rang des espéces isolées juste aprés Escherichia coli et Staphylococcus
aureus [2].

En milieu hospitalier, les services de soins intensifs sont des unités a potentiel endémique
¢levé pour cette bactérie, qui est a ’origine de 18 % des infections nosocomiales contre
seulement 6 % dans les services de médecine et de chirurgie en France [3].

Le fait le plus inquiétant des derniéres années est le signalement de plus en plus fréquent aux
souches de Pseudomonas aeruginosa a de nombreux antibiotiques, il est naturellement
résistant a plusieurs antibiotiques dont les pénicillines du groupe A (ampicilline et dériveés),
les céphalosporines de premiere et deuxiéme génération, le chloramphénicol et au
triméthoprime. A cette résistance naturelle s’ajoute des résistances acquises qui constituent
toute la problématique de cette bactérie notamment en milieu hospitalier et de plus en plus en
milieu communautaire acquis a I’hdpital. Ces résistances acquises concernent les
céphalosporines de troisiéme génération, les fluoroguinolones, I’amikacine et les autres
aminosides [4].

Ces bactéries multirésistantes constituent, un probléme majeur de santé publique, d’autant
plus que trés peu de nouvelles molécules sont mises sur le marché par 1’industrie
pharmaceutique. Ainsi, plusieurs auteurs ont tiré la sonnette d’alarme face a I’imminence de
« I’ére post-antibiotique » [5, 6].

Le Mali a I’instar d’un certain nombre de pays connait une augmentation de la résistance aux
antimicrobiens avec 14 % de résistance en 2011 [7].

C’est pourquoi nous avons entrepris ce travail afin de mieux fournir la littérature sur
I’évolution de la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa au centre hospitalier universitaire du
Point G.

Les objectifs de notre étude ont été les suivants :
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Objectif général :
Etudier la sensibilité aux antibiotiques des souches de Pseudomonas aeruginosa isolées de

2004 a 2009 dans divers prelevements au laboratoire du CHU du Point G.
Objectifs spécifiques :
- Etudier la sensibilité aux antibiotiques des souches de Pseudomonas aeruginosa en
fonction de I’origine ;
- Identifier les différents phénotypes de résistance aux B-lactamines de Pseudomonas
aeruginosa ;
- Etudier la sensibilité aux antibiotiques des principaux phénotypes de résistance  de
Pseudomonas aeruginosa ;
- Etudier I’évolution de la résistance aux antibiotiques des souches de Pseudomonas

aeruginosa.

Theése de Pharmacie 2018-2019 Alima TRAORE Page 3



SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLEES DE
2004 A 2009 AU CHU DU POINT G

GENERALITES
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Il. Généralités :

2.1. Pseudomonas aeruginosa
2.1.1. Historique

Isolé en 1882 par Carle Gessard a partir du pus bleu d’infections cutanées post-chirurgicales,
Pseudomonas aeruginosa (bacille pyocyanique) était tenu pour responsable d’infections
graves uniquement observées en milieu chirurgical. Cependant, avec 1’¢re des antibiotiques, le
bacille pyocyanique a émergé comme une cause majeure d’infections nosocomiales.
Actuellement, cette bactérie opportuniste serait la cause de 10 a 20 p. 100 des infections
observées en milieu hospitalier. Son extréme résistance aux antibiotiques et aux antiseptiques
explique que cette bactéric ubiquitaire trés répandue dans I’environnement soit suivant
sélectionnée et puisse coloniser la peau et les muqueuses de malades souvent fragilisés par
une chimiothérapie ou une intervention chirurgicale [8].

2.1.2. Description [9] :

P. aeruginosa est un bacille a Gram négatif ubiquitaire, présent notamment dans le sol et dans
les milieux aquatiques, non sporulant de forme droite ou légérement courbée. Il mesure de 1 a
5 um de long et de 0,5 a 1 um de large (Figure 1).

Bien que ce pathogéne aérobie strict aie un métabolisme oxydatif, non fermentaire, plusieurs
isolats ont montré une capacité a croitre en milieu anaérobie. P. aeruginosa est une bactérie
mobile gréce a la présence d’un flagelle 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.
P. aeruginosa est une bactérie mésophile capable de se multiplier a I’intérieur d’un large
spectre de température allant de 4 a 45°C. La température optimale de croissance se situe
entre 30 et 37°C. La morphologie de P. aeruginosa, de méme que pour tout le genre
Pseudomonas, est facilement distinctive grace a la production de la pyocyanine, un pigment

bleu-vert diffusible dans le milieu extracellulaire, d’ou le nom de bacille pyocyanique.
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Figure 1 : Pseudomonas aeruginosa vue au microscope électronique [10]

2.1.3. Caractéres culturaux [11]

P. aeruginosa cultive facilement sur milieux ordinaires en développant une odeur de seringa.
La température optimale de croissance est de 30 °C.

Pour les souches pigmentées (95 %), les milieux de King A et King B permettent une
identification de P. aeruginosa par la mise en évidence de la production de deux pigments : la
pyocyanine (hydrosoluble) et la pyoverdine (soluble dans le chloroforme), respectivement.
D'autres pigments hydrosolubles peuvent étre produits parfois de maniere transitoire : la
pyomélanine brune et la pyorubrine rouge.

A partir de prélévements polymicrobiens, il est nécessaire d'avoir recours a un milieu sélectif
contenant du cétrimide (ammonium quaternaire) associé ou non a de lacide
nalidixique.

2.1.4. Identification

Pour P. aeruginosa, devant des souches non pigmentées, le recours a des galeries est
nécessaire, mais les résultats obtenus avec celles-ci sont parfois erronés et de plus en plus
souvent on doit recourir a d'autres méthodes (séquengage, MALDI-TOF) pour obtenir un
diagnostic d'especes précis, notamment pour les souches isolées de patients atteints de
mucoviscidose. Les caracteres différentiels avec les autres espéces du groupe fluorescent et du

genre sont indiques dans le tableau I.
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Tableau I: Caractéristiques morphologiques et biochimiques des espéces du genre

Pseudomonas.
. o .--.
Espéces Gélatine Lécithinase  Urée
41°C 4°C
P. aeruginosa PC + 1 + + - i + + v v
PVc
P. fluorescens pv >1 + - + - + + + v
P. putida pv >1 + - + - + - - -
P. monteilii pv >1 + - - - + - - v
P. alcaligenes C 1 + v + v - - - -
P 1 + + + + Vv -

pseudoalcaligene

P. stutzeri C 1 + v + + - - - -
P. mendocina C 1 + + + + + - - -
P. luteolaa C >1 - + + v + \VJ R v
P C 1 v + v

oryzihabitansb
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+ : positif, — : négatif, V : variable, ND : non déterminé.

Réaction importante

a Appelé aussi Chryseomonas luteola (ancien CDC group Ve-1).

b Appellé aussi Flavimonas oryzihabitans (ancien CDC group Ve-2)

¢ PC (pyocyanine), PV (pyoverdine), C (caroténoide) .

2.1.5. Marqueurs épidémiologiques :

Quand plusieurs infections dues a une méme espece bactérienne surviennent dans un
service hospitalier, il faut vérifier s’il s’agit d’une épidémie ; dans ce cas la méme souche est
a l’origine de toutes les infections et toutes les bactéries isolées possedent les mémes
caractéristiques. Certains éléments phénotypiques, suffisamment discriminant, peuvent dans
ce but, étre utilisé comme « marqueurs épidémiologiques ». En ce qui concerne Pseudomonas
aeruginosa, les méthodes phénotypiques disponibles sont :

- La sérotypie des Ag O et I'antibiotypie utilisées lors d'une premiere approche. La
sérotypie est une réaction d'agglutination sur lame réalisée a partir de colonies prélevées sur
gélose qui individualise 16 sérotypes avec le kit le plus utilisé (Biorad). Il existe des réactions
croisées entre sérogroupes (souche polyagglutinable) et 10 % des souches sont non
agglutinables (souches muqueuses notamment).

-L'antibiotypie est un marqueur peu discriminant, surtout pour différencier des souches
impliquées dans des pathologies chroniques chez des patients soumis a des antibiothérapies
répéetées qui peuvent avoir une influence sur les resultats de I'antibiogramme.

Les méthodes génotypiques font appel a des techniques développées dans le chapitre
concernant la biologie moléculaire a des fins diagnostiques et épidémiologiques. La

méthode de référence est I'électrophorese en champs pulsé.

Cependant, cette méthode lourde a mettre en ceuvre est souvent précédée par des méthodes
utilisant la PCR (par exemple RAPD, ERIC-PCR, rep-PCR, PCR-ribotypie, MLVA et
MLST).

2.1.6. Caractéres biochimiques :

Pseudomonas aeruginosa n’est pas capable de fermenter les sucres mais peut les attaquer (le

glucose en particulier) par voie oxydative, entrainant une acidification du milieu. Les milieux
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MEVAG (Milieu pour Etude de la voie Attaque des Glucides) ou de Hugh et Leifson sont
spécialement destinés a mettre cette propriété en évidence.

Pseudomonas aeruginosa possede une oxydase.

Pseudomonas aeruginosa est capable d’utiliser de nombreux substrats carbonés comme seule
source de carbone et d’énergic : glucose, acide lactique, acide acétique, arginine, citrate,
malonate......

La réalisation d’un test d’assimilation des substrats carbonés ou auxanogramme est utile pour
reconnaitre 1’espéce et différencier les biotypes...

2 .1 .7.Transmission [12] :

Elle peut se faire a partir des sources environnementales, soit directement, soit par
I’intermédiaire de matériels lavés ou rincés a 1’eau du réseau. Elle peut aussi Etre
interhumaine a partir d’un sujet colonisé. La pression de sélection des antibiotiques en milieu
hospitalier augmente probablement le risque de colonisation.

2 .1.8. Pouvoir pathogene :

La bactérie n’est pas pathogene pour le sujet normal, mais elle peut provoquer des infections
parfois séveres chez les sujets dont les défenses sont amoindries.

Elle peut provoquer des infections urinaires, bronchiques (en particulier chez les sujets
atteints de mucoviscidose), pulmonaires (chez les immunodéprimés ou les malades ventilés),
oculaires (kératite ou endophtalmie), ostéo-articulaires.

Elle peut aussi surinfecter des lésions cutanées (brllures), des plaies traumatiques ou
postopératoires, provoquer des otites externes (pouvant évoluer de maniére invasive chez les
sujets agés et diabétiques), des septicémies (en particulier chez les neutropéniques), des
endocardites (chez les toxicomanes).

2.1.9. Facteurs de pathogénicité :

P.aeruginosa posséde des fimbriae qui permettent 1’adhésion aux muqueuses.

Les souches qui colonisent les bronches des enfants atteints de mucoviscidose sont entourées
d’une pseudo-capsule polysaccharidique qui donne un aspect muqueux aux colonies
bactériennes. Ce constituant augmente 1’adhésion de la bactérie et exerce une action
antiphagocytaire. La bactérie produit plusieurs toxines cytotoxiques : deux hémolysines et

I’exotoxine A dont le mode d’action est similaire a celui de la toxine diphtérique.

2.2. Sensibilités aux antibiotiques :
P. aeruginosa est réputé pour sa résistance aux antibiotiques qui pose de sérieux problémes

thérapeutiques et favorise sa dissémination en milieu hospitalier. La résistance naturelle du
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bacille pyocyanique reléve d’une mauvaise perméabilité de la membrane externe et de la
production constante d’une béta-lactamase inductible.

2.2.1. Résistance naturelle :

La résistance aux f3-lactamines est liée a plusieurs mécanismes :

-Production d’une céphalosporinase chromosomique inductible du géne AmpC : responsable
de la résistance a I’amoxicilline, la céfalotine, la céfoxitine, la ceftriaxone, au céfotaxime et a
I’ertapénéme [13].

-Faible perméabilité membranaire aux B-lactamines, due a la taille insuffisante des porines
[14].

- 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 interne et externe de la paroi bactérienne [15].
Phénotypes de résistances [16] :

Les principaux phénotypes de résistance aux béta-lactamines de P. aeruginosa sont présentés

au tableau 11

Tableau I1: Récapitulatif des phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux
béta-lactamines.

Phénotype de résistance TIC PIP CFP CFS CAzZz ATM CPlI IPM

Pénicillinase R R R R S S S S
Céphalosporinase

hyperproduite

0 ""'modérée" R R R R R R S S
o haut niveau R R R R R R R S
Imperméabilité R \Y \Y \Y S S S S
Porine D2 S S S S S S S R

TIC =ticarcilline ; PIP = pipéracilline ; CFP = céfopérazone; CFS = cefsulodine ; CAZ =
ceftazidime ; ATM= aztréonam ; IPM = imipéneme ; CPI = céfépime ; R = résistant ; S
= sensible ; V = sensibilité variable, incluant la possibilité d*une sensibilité diminuée.

Les phénotypes de résistance aux béta-lactamines rapportés au tableau Il sont les suivants :
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= Phénotype sauvage : Les souches de phénotype sauvage sont resistantes aux
aminopénicillines, aux céphalosporines de 1% et 2°™ génération, mais sensibles aux
carboxypenicillines, aux uréidopénicillines, a la ceftazidime, a la cefsulodine, la
céfopérazone, a I’aztréonam, au latamoxef, au céfépime et a I’imipénéme.

= Phénotype™pénicillinase™ : Il est lié a la production de béta-lactamase de type PSE,
TEM ou OXA. Les souches de phénotype « pénicillinase » sont résistantes aux
carboxypenicillines, aux uréidopénicillines, a la céfopérazone et a la cefsulodine. Elles
sont sensibles au latamoxef, a 1’aztréonam, la ceftazidime, I’imipénéme et au
céfépime.

= Phénotypes céphalosporinase hyperproduite (figure 2) :
La production de cette enzyme est inductible ou résulte d'une dérépression stable
consécutive a une mutation. L'apparition récente de céphalosporines de 3° génération
est beaucoup plus stables aux céphalosporinases tel le céfépime, oblige a différencier
deux phénotypes :

"céphalosporinase hyperproduite™ modérément : résistance a toutes les béta-

lactamines, sauf au céfépime et a I'imipénéme ;
- "céphalosporinase hyperproduite™ a trés haut niveau : résistance a toutes les béta-
lactamines sauf a I'imipéneme.

= Phénotype "imperméabilité": Les souches du phénotype “imperméabilité" sont
résistantes aux carboxypénicillines, mais de sensibilité variable aux uréidopénicillines
a la cefsulodine et a la céfopérazone. La ceftazidime, le céfépime et I’aztréonam sont
souvent actifs. L’activité de I'imipénéme est constante.

= Phénotype "mutant de porine D2" : Ce phénotype est caractérisé par une résistance
isolée a I'imipénéme.
En ce qui concerne les fluoroquinolones, il faut retenir que les souches sensibles ou
intermédiaires a la péfloxacine, la norfloxacine ou I'ofloxacine sont sensibles a la

ciprofloxacine.
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Figure 2: Pseudomonas aeruginosa [17]

2.2.2. Les résistances acquises

Elles sont dues a une imperméabilité accrue de la membrane externe (modification des
porines) ou a la production d’enzyme inactivante. Ces deux mécanismes peuvent
coexister et conjuguer leurs effets.

Résistance acquise aux B-lactamines

a- Résistance enzymatique :

Acquisition de pénicillinases plasmidiques [18] : Ces pénicillinases conferent une
résistance aux carboxypénicillines, aux uréidopénicillines et a la cefsulodine mais la
sensibilité a la ceftazidime, I’aztréonam et I’imipénéme est conservée.

Il existe un risque d’induction de céphalosporinase (réversible) avec les inhibiteurs de
R-lactamases (acide clavulanique).

Hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique AmpC par mutation d’un
géne de régulation : « céphalosporinase déréprimée » [19]: Les souches, ainsi
modifiées, deviennent résistantes & toutes les béta-lactamines sauf les
amidinopénicillines (mécillinam, pivmécillinam) et les carbapénemes. La mutation
peut survenir inopinément au cours d'un traitement et entrainer des échecs
thérapeutiques. 1l existe différents niveaux de dérépression de la céphalosporinase (la

plupart des souches ne sont que partiellement déréprimées), et le niveau de résistance
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est proportionnel a la quantit¢é d’enzyme produite. Ce mécanisme ne doit pas étre
confondu avec I’induction d’une céphalosporinase par les inhibiteurs de 3-lactamases
chez des souches sauvages, qui rendent alors ’association (inhibiteur de 3-lactamases
+ céphalosporine) antagoniste.

Acquisition d’une B-lactamase a spectre élargi (BLSE) [20] :

Ce sont des enzymes plasmidiques qui hydrolysent toutes les béta-lactamines sauf les
carbapénémes. L’activité des f-lactamines restaurée théoriquement par les inhibiteurs
de B-lactamases. Elles sont tres rarement rapportées chez P. aeruginosa (contrairement
a Klebsiella).

= Carbapénémases [21] : Ce sont des métalloprotéines chromosomiques ou plasmidiques

conférant une résistance aux carboxypénicillines, aux céphalosporines et a 1’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 béta-lactamines.

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’imipénéme. La détection des carbapénémases par les

techniques bactériologiques de routine n’est pas aisée, ce qui augmente les difficultés de

surveillance épidémiologique.

b- Résistance non enzymatique :

Acquisition par mutations de systémes d’efflux actif [22] : 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 B-lactamases. Certaines souches ne sont résistantes qu’a la ticarcilline, cette
résistance n’étant pas restaurée par les inhibiteurs de 3-lactamases. La plupart des
souches restent sensibles a la pipéracilline et a la ceftazidime.

Parmi les carbapénemes, seul le méropéneme peut étre affecté par un mécanisme
d’efflux.

Mutation de la porine D2 (mutants oprD) [23] : La porine sert comme un canal
d'entrée de I'imipénéme. L'association d'une hydrolyse partielle par la
céphalosporinase chromosomique et la mutation de la porine induisent une

résistance sélective a I’imipéneme. La sensibilité au méropéneme est conservée.
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2.2.2.1. Résistance acquise aux aminosides
La résistance aux aminosides concerne par ordre de fréquence décroissante :
La gentamicine, la tobramycine, la nétilmicine, et I’amikacine. La corésistance avec les B-
lactamines et les fluoroquinolones est fréquente, surtout pour le sérotype O12 [24].
Il existe 2 mécanismes différents de résistance aux aminosides :
= Reésistance enzymatique : C’est I’acquisition d’enzymes plasmidiques inactivatrices des
aminosides. Ce sont les aminoacétyltransférases (AAC), nucléotidyltransférases (ANT) et
phosphotransférases (APH) [25].
= Imperméabilité : C’est la diminution des mécanismes de transport actif de 1’antibiotique
dans la bactérie, responsable d’une résistance de bas niveau a tous les aminosides. On peut en
rapprocher la résistance adaptative aux aminosides consistant en une résistance réversible
apparaissant 2 heures aprés une premiere exposition de la bactérie a un aminoside et
disparaissant en 1’absence de celui-ci, liée a une baisse de pénétration par baisse de la force
proton motrice [26].

2.2.2.2. Résistance acquise aux fluoroquinolones [27]
Elle est en progression actuellement, et peut survenir selon 3 mécanismes :
= Modification d’affinité de la cible : Des mutations des sous-unités A et B de I’ADN-gyrase
ou de la sous-unité C de la topo-isomérase 1V, sont responsables d’une augmentation des
CMLI, d’intensité variable selon les mutants.
= Troubles de la perméabilité : par modification des porines ou du LPS.
» Efflux actif : Comme nous I’avons vu précédemment, il existe une résistance croisée de
bas niveau aux fluorogquinolones avec la résistance aux B-lactamines par efflux. Ainsi de
faibles concentrations de fluoroquinolones peuvent sélectionner des mutants résistants aux 2
familles d’antibiotiques. Plusieurs mécanismes coexistent la plupart du temps (notamment
I’association de la mutation de gyrase A et d’un efflux), pouvant étre responsables d’une
résistance de haut niveau aux fluoroquinolones.
2.2.2.3. Résistance acquise a la fosfomycine [28]
Elle est fréquente : 70 a 80 % des souches.
Les souches O:12 sont paradoxalement fréquemment sensibles a la fosfomycine, contrastant
avec leur multirésistance aux autres antibiotiques.
Les mécanismes de resistance sont :

= Défaut de transport de 1’antibiotique

» Enzymes inactivatrices Glutathion transférase, hydrolase ...
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2.3. Prévention et bases du traitement : [12]
Les infections a P. aeruginosa sont presque toujours nosocomiales. Elles imposent a ce titre

une enquéte épidemiologique. Le sérotypage des souches fournit un premier élément
d’information.

P. aeruginosa posséde une résistance naturelle a de nombreuses B-lactamines.

Les souches sauvages sont sensibles aux uréido-peénicillines, a certaines céphalosporines de
3M génération (cefsulodine, ceftazidime, céfépime), a I’imipénéme. Elles sont sensibles aussi
aux aminosides et aux fluoroquinolones. Mais 1’acquisition de résistance a I’égard de tous ces
antibiotiques est freqguemment observée.

Le traitement des infections a P. aeruginosa pose souvent des problémes

en raison du terrain sur lequel elles surviennent et de la résistance aux antibiotiques qui peut

étre présente d’emblée ou apparaitre en cours de traitement.

2.4. Thérapeutique :
Aujourd’hui, la stratégie d’antibiothérapie doit étre définie de fagon trés spécifique que ce soit

sur le plan qualitatif (choix des antibiotiques) ou sur le plan quantitatif (doses et rythmes de
consommation). L antibiothérapie de premiére intention repose sur les antibiotiques les plus
actifs et administres le plus souvent en association pour éviter a tout prix 1’émergence de
résistance, mais aussi pour obtenir un effet bactéricide [29]

2.5. Antibiotique : [30-33]

2.5.1. Définition :

Pendant longtemps, on a appelé antibiotique (terme créé par Selman WAKSMAN) toute
substance chimique produite par un micro-organisme, champignon (Penicillium,
Cephalosporium) ou bactérie (Bacillus et surtout Streptomyces), pouvant inhiber la croissance
ou détruire d’autres micro-organismes. Cette définition est aujourd’hui trop restrictive et doit
étre abandonnée car des molécules obtenues par synthése ou par modification chimique d’une
molécule naturelle peuvent étre douées des mémes propriétés.

Un antibiotique est donc actuellement défini comme une substance, d’origine biologique ou
synthétique, agissant spécifiquement sur une étape essentielle du métabolisme des bactéries
(agents antibactériens) ou des champignons (agents antifongiques)

2.5.2. Historique

- 1877 : PASTEUR et JOUBERT observent qu’un micro-organisme se multiplie mal dans
un liquide envahi de moisissures.

- 1897 : Ernest DUCHESNE observe que les palefreniers, pour éviter que les plaies de leurs
chevaux ne s’infectent les enduisent de moisissures recouvrant les cuirs placés dans les

endroits chauds, humides et sombres des écuries.
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Il décrit ainsi I’inhibition de la croissance des micro-organismes par une moisissure : un

Penicillium.

— 1929 : FLEMING découvre un Penicillium sur une boite de Pétri. Il met en évidence
I’inhibition du staphylocoque doré par cette culture de Penicillium.
-1940 : CHAIN obtient une forme stable et utilisable in vivo (essais sur des souris) de la
pénicilline, d’ou 1’élaboration de la pénicilline.
-1942 : C’est la production industrielle de la pénicilline qui sera utilisée et bénéfique pendant
la seconde guerre mondiale.
2.5.3. Les béta-lactamines
2.5.3.1. Définition

Les Dbéta-lactamines sont constituées de molécules a activité antimicrobienne
caractérisées par la présence d’une fonction amide cyclisée (cycle béta-lactame), qui est
responsable de I'activité antibactérienne.

2.5.3.2. Mécanisme d’action

Les béta-lactamines sont des antibiotiques bactéricides qui inhibent la synthése de
la paroi bactérienne. Les transpeptidases et carboxypeptidases, enzymes associées a la
membrane cytoplasmique, fixent de facon covalente ces antibiotiques. Cette liaison est due a
une analogie structurale entre le substrat naturel de ces enzymes, I'acyl-D-alanyl-D-alanine et
le cycle béta-lactame. Ces enzymes qui lient les pénicillines et les céphalosporines, sont
également dénommées protéines de liaison aux pénicillines (PLP).

La nature de ces PLP est relativement spécifique d'espéce et leur nombre varie d’une espéce
bactérienne a une autre. Chacune a une fonction bien définie, mais une ou plusieurs d'entre
elles jouent un rdle prépondérant dans la synthése du peptidoglycane.

Les béta-lactamines atteignent facilement leur cible chez les bactéries a Gram positif car la
diffusion de ces molecules a travers le peptidoglycane se fait passivement.

En revanche, chez les bactéries a Gram négatif, ces antibiotiques doivent, avant de diffuser
dans le peptidoglycane, franchir la membrane externe hydrophobe. Le passage a travers cette
barriére des béta-lactamines, composés généralement hydrophiles, se fait par I'intermédiaire
de véritables canaux protéiques, les porines.
2.5.3.3 Mécanisme de résistance

% La résistance acquise des bactéries aux béta-lactamines peut étre la conséquence de
trois mécanismes distincts :
- l'inactivation de la molécule par une enzyme ouvrant le cycle béta-lactame (béta-

lactamase) ;
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- Pimperméabilité de la paroi a l'antibiotique ;

- la modification de I'affinité des PLP pour l'antibiotique.
Chez les bactéries a Gram négatif, les béta-lactamases sont tres nombreuses dans le monde
bactérien et sont localisées dans I'espace périplasmique, alors que chez les bactéries a Gram
positif, elles sont sécrétées dans I'environnement bacterien.
Schématiquement, les béta-lactamases peuvent étre individualisées en pénicillinases et
cephalosporinases. Les pénicillinases hydrolysent préférentiellement les pénicillines, tandis
que les céphalosporinases inactivent non seulement certaines céphalosporines mais aussi les
pénicillines.
Les génes codant pour les pénicillinases sont portés par le chromosome bactérien, ou bien par
des plasmides ou des transposons.
Les génes de résistance d'information chromosomique sont non transférables et spécifiques
d'espéce, alors que ceux d'information plasmidique ou liés a un transposon peuvent diffuser
entre souches de méme espece, voire d'especes différentes par transfert génétique.
Les céphalosporinases sont retrouvées uniquement chez les bactéries a Gram négatif et leur
synthese est gouvernée par des génes chromosomiques. Chez certaines especes bactériennes,
la céphalosporinase est produite en faible quantité, mais sa production peut étre
augmentée en présence de l'antibiotique (céphalosporinase inductible) : I' antibiotique inhibe
alors le répresseur qui normalement assure la régulation de la synthese de I' enzyme.
L'imipéneme, la céfoxitine, l'acide clavulanique sont de puissants inducteurs alors que la
pipéracilline et la céfopérazone sont peu inducteurs. Plus rarement, une céphalosporinase peut
étre « déréprimée », comme cela a été observé pour certaines souches de Pseudomonas
aeruginosa , de Enterobacter, de Citrobacter et de Serratia. Dans ce cas, le répresseur est
inactif ou bien l'opérateur est devenu insensible au répresseur par mutation chromosomique :
la céphalosporinase est alors produite indépendamment de la présence de la béta- lactamine.
La possibilité de sélectionner au cours d'un traitement par une céphalosporinase des mutants
« déréprimés » existe donc et rend impérative 1’association de cette céphalosporine avec un
autre antibiotique (aminoside par exemple).
X La résistance acquise aux béta-lactamines par modification de la cible, c'est -a - dire
des PLP, est observée surtout avec les bactéries a Gram positif. Elle peut étre la conségquence
d'une modification de la structure d'une PLP essentielle, entrainant une réduction de son
affinite pour I' antibiotique ou de l'augmentation importante de la synthése d’une PLP
essentielle qui ne peut étre saturée que par une quantité plus importante d'antibiotique.

Il peut aussi s'agir de I'apparition d'une PLP qui, fonctionnellement, se substitue & une ou
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plusieurs PLP essentielles et dont 1’affinité pour l'antibiotique est faible. L’association de ces
mécanismes est possible. Ce type de résistance est di a une mutation de génes
chromosomiques ou a l'acquisition de nouveaux genes par transfert génétique. La résistance
peut étre liée a une mutation chromosomique affectant la synthése d’une porine ou d'un
lipopolysaccharide, réduisant ainsi la permeabilité de la membrane externe et perturbant le
transport intrapariéetal des béta-lactamines : I'antibiotique ne peut plus atteindre sa cible.
Le systeme d’efflux est constitué par une pompe moléculaire qui permettrait aux bactéries
d'une part de rejeter des composés toxiques endogénes, d'autre part de disposer d'un
mécanisme de défense contre des substances exogeénes libérées par 1’environnement
(antibiotique par exemple).

2.5.3.4. Les carboxypénicillines : ticarcilline
La ticarcilline est actuellement commercialisée seule ou associée a I'acide clavulanique.
La ticarcilline a un spectre d'activité plus étendu. Elle agit sur les streptocoques A, B, C, G,
F, non groupables, Streptococcus pneumoniae pénicilline sensible, Listeria monocytogenes,
Corynebacterium diphteriae, Neisseria meningitidis, Bordetella pertussis, Clostridium
perfringens, Clostridium tetani, Peptostreptococcus, Actinomyces, Fusobacterium,
Enterococcus faecalis, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Escherichia coli,
Salmonella enterica, Shigella, Vibrio cholerae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Proteus rettgeri, Morganella morganii, Providencia, Enterobacter, Serratia, Citrobacter
freundii, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter, Bacteroides fragilis.
2.5.3.5. Les acylureidopeénicillines : pipéracilline

La pipéracilline a un spectre d'activité similaire a celui de la ticarcilline.
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2.5.3.6. Les céphalosporines :
1.5.3.6.1. Troisieme génération

* Troisiéme génération : ceftazidime et céfotaxime
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Figure 3 : Structures chimiques de la ceftazidime et du céfotaxime
C'est une céphalosporine de troisieme génération caractérisée par :
- une bonne diffusion humorale et tissulaire au niveau des bronches, du LCR, de l'os, du
péritoine, du muscle cardiaque, du placenta, du lait.
- une demi-vie d'élimination de 1,8 h
- I'absence de métabolisme
- une liaison aux protéines plasmatiques de 10 p. 100
- une elimination urinaire de 90 p. 100

Spectre d'activité
La ceftazime a un spectre élargi a Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia
et Burkholderia cepacia , aux entérobactéries (Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Citrobacter freundii, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus indologenes, Salmonella
enterica,  Shigella), Haemophilus influenzae, Pasteurella, Yersinia enterocolitica),
Bordetella pertussis, aux cocci a Gram négatif (Neisseria), aux cocci a Gram positif
anaérobies stricts (Peptococcus, Peptostreptococcus), cocci a Gram  positif (sauf
Staphylocoques méticillino- résistants et Entérocoques), Acinetobacter, aux bactéries a
Gram négatif anaérobies strictes (Bacteroides, Fusobacterium, Veillonella, Actinomyces).

Spectre d’activité

La cefsulodine a un spectre uniguement antipyocianique.
Mode d’action: Elle inhibe la PLP, enzyme permettant la synthése du peptidogycane

bactérien.
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2.5.3.7. Les carbapénémes : imipéneme
L’imipénéme est utilisée en association avec la cilastatine sodique : thiénam.
La cilastatine n'a pas d'activité bactérienne, c'est un inhibiteur compétitif réversible et
specifique de la déhydropeptidase, une enzyme rénale qui inactive I'imipéneme.
Spectre d'activité
L' imipéneme a un spectre d' activité tres large : les cocci a Gram positif (sauf
Staphylocoques méticillino-résistants), et & Gram négatif, les bacilles & Gram positif et a
Gram négatif (a I' exception de B. cepacia et S. maltophilia), les bactéries anaérobies a
Gram positif et négatif dont Bacteroides fragilis.
2.5.3.8. Les monobactams : Aztréonam
C'est une B-lactamine monocyclique administrée par voie parentérale (résorption intestinale
nulle). Elle est caractérisee par :
- une demi-vie plasmatique de 1,6 a2 h
- une fixation aux protéines plasmatiques de 56 p. 100
- un faible métabolisme
- une élimination urinaire principalement sous forme inchangée.
Spectre d'activité
Les monobactams ont un spectre étroit sur les bactéries a Gram négatif aérobies ;
Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae, P. aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Acinetobacter, Bordetella, Moraxella.
2.5.4. Les aminosides
2.5.4.1. Définition
Les aminosides-aminocyclitols sont constitués d'un ou plusieurs (habituellement
deux) cycles glycosidiques liés a la streptamine ou la désoxystreptamine. La streptamine est
I'aminocyclitol constitutif de la streptomycine et de la dihydrostreptomycine, premiers
aminosides utilisés en thérapeutique. La désoxystreptamine peut étre substituée en position 4
et 6 (groupe des 4, 6 di-O- glycosyles) ou en position 4 et 5 (groupe des 4, 5 di-O -
glycosyles). Le premier groupe comprend la plupart des aminosides d’origine bactérienne :
kanamycine, amikacine, gentamicine, tobramycine, dibékacine, sisomicine et nétilmicine.
NB : La nature des différents substituants portés sur les deux cycles
glycosidiques et sur le noyau désoxystreptamine individualise ces différents produits.
La spectinomycine présente une structure particuliére par rapport a celle des autres

aminosides.
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2.5.4.2. Mécanisme d'action
Le mode d'action des aminosides consiste en une inhibition de la synthése protéique des
bactéries. La streptomycine se fixe sur 'ARN 16 S de la sous-unité ribosomiale 30S. Les
autres aminosides exercent des interactions sur de multiples sites ribosomiaux, certains se
fixant a la fois sur les deux sous- unités ribosomiales. Alors que la streptomycine bloque la
synthese protéique principalement au stade de [l'initiation, les autres aminosides agissent
surtout a I'étape plus tardive de translocation.
2.5.4.3. Mécanisme de résistance
La modification de l'antibiotique par des enzymes est de loin le mécanisme de résistance
bactérienne acquise le plus fréquent. A la différence des béta-lactamases qui ont un site
unique d’action, c’est - a - dire le noyau béta- lactame, les enzymes qui modifient les
aminosides ont plusieurs cibles possibles : les différents groupements hydroxyles, qui
peuvent subir une réaction de phosphorylation ou d’adénylation sous l'action de O-
phosphotransférases ou de O- adényltransférases ; les groupements aminés qui peuvent étre
acétylés par des N-acétyltransférases.
L’enzyme ne détruit pas son substrat mais le modifie de telle fagon que son transport a travers
la membrane cytoplasmique est inhibé : I'aminoside modifié ne peut atteindre sa cible, le
ribosome.
La synthése de ces enzymes est constitutive, c'est-a-dire non induite par la présence de
I'antibiotique et plusieurs types d'enzymes peuvent coexister dans une méme souche
bactérienne. Elles sont largement répandues dans le monde bactérien et leur nature varie selon
les especes bactériennes. Leur synthese est gouvernée par des génes plasmidiques ou
transposables.
Par ailleurs, les bactéries peuvent résister a l'action des aminosides par suite d'une
modification de la cible (protéines ou ARN ribosomiaux) ou d'une diminution de
I'incorporation de l'antibiotique. Ce type de résistance, qui est beaucoup plus rare en clinique
que le premier évoqué, résulte des mutations chromosomiques.
2.5.4.4. Classification des 4,6-di-O-glycosyles :
2.5.4.4.1. Gentamicine
Elle a été isolée en 1963 de Micromonospora purpurea.
Spectre d’activité
La Gentamicine est active sur les staphylocoques méticillino-sensibles, les bacilles a Gram
négatif (Escherichia coli, Salmonella enterica, Shigella, Proteus, Klebsiella,

Enterobacter, Serratia, Pseudomonas ), Listeria.
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2.5.4.4.2. Amikacine

L'amikacine est une molécule obtenue par semi-synthése a partir de la kanamycine en y
adjoignant une chaine d'acide amino-alpha-hydroxybutirique.

Spectre d'activité

Il est limité aux staphylocogues méticillino-sensibles, aux bacilles a gram négatif
(Escherichia coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas, Acinetobacter)
2.5.4.4.3. Nétilmicine

Dérivée d' hémisyntheése, la Nétilmicine est obtenue a partir de la sisomycine par alkylation
du groupe aminéen 3 .

Spectre d’activité

Elle a le méme spectre avec un pourcentage de résistance compris entre celui de la
Tobramycine et de I'amikacine.

2.5.4.4.4. Tobramycine

La Tobramycine est un aminoside dérivé de Streptomyces tenebrarius.

Spectre d'activité

Le spectre d' action de la Tobramycine est similaire a celui de la Gentamicine.
Pseudomonas aeruginosa est plus sensible a la Tobramycine gu' a la Gentamicine.

2.5.4.4.5. La Kanamycine

La Kanamycine a été isolée de Streptomyces kanamyceticus en  1957.
Spectre d' activité

Tres étendu pour les bacilles et coques a Gram négatif, le spectre est nettement plus étroit
dans le domaine des coques a Gram positif, en effet seuls les Staphylocoques sont sensibles.
La Kanamycine agit aussi sur Mycobacterium tuberculosis. Les anaérobies sont naturellement

résistants a la kanamycine, de méme que Pseudomonas aeruginosa.
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2.5.5. Les quinolones

2.5.5.1.Structure chimique

eee
eeoo
Rg O O e0s o
RG I ev e
o0
YU ;
-
Rz” ™7 °N
.
Ry
Structure commune aux quinolones
O 0 .
1 Fluoroquinolones | o o
~ C\o_ 1 g
| | “or
X3 - ||
CHg N ’l“ J/\N N
I
CH,CH4 H \) CH,CH3
acide nalidixique norfloxacine

Figure 4: Structure chimique des quinolones

Les quinolones possédent en commun un cycle A de type pyridinone 4 associé a un cycle
aromatique B.

La nature du cycle B (pyridine, pyrimidine ou benzene) permet de distinguer trois
sous- familles de quinolones :

- les naphtyridines : acide nalidixique, énoxacine

- les pyrimidino-pyridines : acide piromidique, acide pipémidique

- les quinoléines : acide oxolinique, fluméquine, rosoxacine, norfloxacine, péfloxacine,
ciprofloxacine.

2.5.5.2. Mécanisme d'action

L'action antibiotique de ces produits est due a une inhibition de la réplication de I'ADN
bactérien par blocage de I'ADN gyrase. Des concentrations elevées de quinolones inhibent par

ailleurs la synthése des acides ribonucléiques.
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2.5.5.3. Mécanisme de résistance

La résistance acquise des bactéries aux quinolones est due dans la grande majorité des cas a
une modification de I'ADN gyrase.

Plus rarement, elle résulte d'une diminution de la perméabilité de la membrane externe et dans
cette éventualité, la pénétration d'antibiotiques appartenant a d'autres familles est également
perturbée.

Ces deux mécanismes de résistance sont la conséquence de mutations de génes
chromosomiques.

Les anciennes quinolones : acide nalidixique, acide piromidique, cinoxacine, acide

oxolinique, acide pipémidique, fluméquine ;

Les nouvelles quinolones : péfloxacine, énoxacine, ofloxacine, ciprofloxacine, loméfloxacine,

grépafloxacine, sparfloxacine, rosoxacine, trovafloxacine, Iévofloxacine, etc.

2.5.5.4. Ciprofloxacine :

Spectre d'activité Elle est active sur les Enterobacteriaceae, les Haemophilus, les
Pseudomonas, les Acinetobacter, les cocci a Gram négatif (Neisseria), les staphylocoques et
les mycobactéries.

2.5.6 Le Chloramphénicol

Spectre d’activité

Son spectre large, comprend théoriquement la plupart des espéces bactériennes a Gram positif
et a Gram négatif, ainsi que les Rickettsia et les Chlamydiales.

2.5.6.1. Mécanisme d’action

Le chloramphénicol est un antibiotique bactériostatique, inhibiteur de la synthése des
protéines bactériennes (mais il peut avoir, a forte concentration sur certains germes comme le
pneumocoque, les Haemophilus ou les Neisseria, une action bactéricide).

2.5.7. Les tétracyclines

2.5.7.1. Structure

Les tétracyclines doivent leur nom a leur structure tétracyclique commune (noyau naphtacéene-
carboxamide), sur laquelle viennent se greffer des substituants au niveau des positions
indiquées par un astérisque.

Les différents produits sont la tétracycline, 1’oxytétracycline, la chlortétracycline, la
déméthylchlortétracycline, la rolitétracycline, la métacycline, la doxycycline, la minocycline,

la tigécycline.
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2.5.7.2. Mode d’action
Elles inhibent la synthése protéique au niveau des ribosomes, par liaison avec les protéines de
la sous-unité 30 S, mais peut étre aussi en moindre proportion sur la sous-unité 50.

Doxycycline :

Figure 5: Structure chimique de la doxycycline

Spectre d’activité

Elles sont actives, théoriquement, sur de trés nombreuses espéces a Gram positif ou a Gram
négatif, sur les Rickettsia, les Chlamydia, les Mycoplasmes.

2.5.8. Les polymyxines

2.5.8.1. Définition

Les polymyxines sont des antibiotiques polypeptidiques élaborés par des bactéries du genre
Bacillus, largement répandus dans la nature.

Deux d'entre elles, la polymyxine B et la polymyxine E ou colistine sont utilisées en clinique
humaine mais la seule disponible par voie générale est la polymyxine E.

2.5.8.2. Mécanisme d'action

L'activité bactéricide des polymyxines est le résultat de leur structure polypeptidique, riche en
radicaux hydrophiles et hydrophobes.

Elles agissent comme des detergents cationiques au niveau de la membrane cytoplasmique,
que les bactéries soient en phase stationnaire ou non.

2.5.8.3. Mécanisme de résistance

La résistance aux polymyxines peut étre naturelle ou acquise.

Les bactéries a Gram positif et quelques genres d'entérobactéries (Serratia, Proteus,
Providencia, Edwarsiella) sont naturellement résistants.

La résistance acquise est une éventualité exceptionnelle quelle que soit I'espece bactérienne

envisagée aussi bien in vivo qu’in vitro. La résistance naturelle ou acquise serait due a un
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défaut de perméabilité de la membrane externe de la paroi des bactéries aux polymyxines
empéchant I'antibiotique d'atteindre son site d'action, la membrane cytoplasmique.

Cette altération de la perméabilité au moins chez Pseudomonas aeruginosa, est liée a une
diminution des lipopolysaccharides, des protéines D2F, H1 et H2, de la teneur en cations
divalents (Ca*™*, Mg™™) et a des altérations des lipides de la membrane externe.

2.5.8.4. Structure

Les polymyxines sont des polypeptides comprenant dix acides aminés caractérisés par une
structure cyclique.

Ces molécules basiques contiennent de la thréonine et de 1’acide diaminobutyrique. Elles se
singularisent par la présence exceptionnelle pour des composés organiques naturels, d'acides
aminés de la série D : D-phénylalanine, D-leucine et d'un acide gras a chaine ramifiée : I'acide
6 méthyloctanoyl.

Les polymyxines A et E possedent de la leucine, la polymyxine B de la leucine et de la
phénylalanine, la polymyxine C de la phénylalanine et la polymyxine D de la leucine et de la
serine.

2.5.8.5. Colistine

Spectre d’activité :

Antibiotique bactéricide a spectre étroit, elle agit sur Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
cholerae et les entérobactéries (sauf Proteus, Serratia, Providencia, Edwardsiella).

2.5.9. Les Sulfamides

2.5.9.1. Structure chimique

Les sulfamides ont été les premiers agents anti-microbiens utilisés en thérapeutique anti-
infectieuse. Leur structure est relativement simple. Différentes substitutions sur le radical
aminosulfonyl (SO,NH;) ont permis d'obtenir des produits ayant une pharmacocinétique
différente

- certains sont absorbés par voie digestive et éliminés principalement dans les urines
(sulfaméthoxazole, sulfaméthizol, sulfamoxole)

- dautres ne sont pas absorbés par la muqueuse intestinale (sulfaguanidine,
succinylsulfathiazol, salazosulfapyridine).

2.5. 9. 2. Spectre d'activité

Les sulfamides avaient, au début de leur utilisation thérapeutique, un large spectre d'activité
antimicrobienne, s'exercant aussi bien sur les bactéries a Gram positif que sur celles a Gram
négatif. Actuellement, un pourcentage élevé de souches appartenant a de nombreuses espéces

bactériennes résistent a I'action des sulfamides.
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2.5.9.3. Mécanisme d'action

Le mode d'action des sulfamides consiste en un blocage de la synthese cellulaire de I'acide
tétrahydrofolique, molécule qui sert de coenzyme dans de nombreuses réactions du
métabolisme de plusieurs acides aminés (sérine, méthionine) et de celui des acides nucléiques
(purines et pyrimidines). La plupart des micro- organismes sont en effet incapables
d'incorporer l'acide folique exogene et la synthese des folates s'effectue dans la bactérie a
partir d'un dérivé de la dihydroptéridine. Par suite de leur analogie structurale avec l'acide
para-amino-benzoique, les sulfamides inhibent par compétition, la dihydroptéroate synthétase,
enzyme qui assure la formation d'acide dihydroptéroique par condensation d'une molécule
d'acide para-amino-benzoique et de dihydroptéridine.

2.5.9.4. Mécanisme de résistance

La résistance acquise de ces micro-organismes a ces antibiotiques est la conséquence de
mutations chromosomiques entrainant soit une hyperproduction d'acide para-amino-
benzoique, soit la synthese d'une dihydroptéroate synthétase ayant une faible affinité pour les
sulfamides ou produite en quantité anormalement élevée. Des plasmides peuvent également
conférer aux bactéries qui les hébergent la capacité de produire une dihydroptéroate
synthétase supplémentaire insensible aux sulfamides.

2.5.1.1 Triméthoprime

Le triméthoprime est une 2,4-diaminopyrimidine.

Spectre d'activité

Le triméthoprime a un spectre d'activité antibactérienne limité aux cocci a Gram positif
(streptocoques, pneumocoques, staphylocoques) et a certains bacilles a Gram négatif
(Enterobacteriaceae, Haemophilus).

2.5.1.1.1. Mécanisme d'action

Comme les sulfamides, le triméthoprime exerce un effet habituellement bactériostatique, en
inhibant la formation d'acide tétrahydrofolique. Le triméthoprime bloque en raison de son
analogie stérique avec le noyau ptéridine de I'acide dihydrofolique, la dihydrofolate réductase,
enzyme qui réduit I'acide dihydrofolique en acide tétrahydrofolique.

2.5.1.1.2. Mécanisme de résistance

La résistance acquise des bactéries au triméthoprime peut étre le résultat de mutations
chromosomiques entrainant une imperméabilité bactérienne (par diminution quantitative d'une
ou plusieurs porines de la membrane externe), une auxotrophie en thymine ou thymidine, une
production augmentée de I'enzyme cible ou la synthése d'une dihydrofolate réductase a faible

affinité pour le triméthoprime. Enfin, certaines bactéries peuvent héberger un plasmide codant
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pour une dihydrofolate réductase non inhibée par le triméthoprime. Pseudomonas aeruginosa

a une résistance naturelle au triméthoprime.
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MATERIEL ET
METHODES
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I11. Matériel et méthodes

3.1. Lieu de travail
Ce travail a été effectué au laboratoire de Biologie médicale et d’hygiene hospitaliére du

Centre Hospitalier Universitaire du Point G.

3.2. Type et période d’étude
Il s’agissait d’une étude rétrospective descriptive, menée du 1% janvier 2004 au 31 décembre

2009.

3.3. Echantillonnage

3.3.1. Criteres d’inclusion

Ont été inclus dans notre étude les résultats de I’antibiogramme de toutes les souches de
Pseudomonas aeruginosa isolée de 2004 a 2009 au laboratoire de biologie médicale et
d’hygiene hospitaliere du C.H.U du Point G quelle que soit la provenance.

3.3.2 Critéres de non inclusion

N’ont pas été inclus dans 1’étude les résultats de 1’antibiogramme des doublons et les souches
de Pseudomonas aeruginosa isolées avant 2004 et aprées 2009.

3.3.3. Taille de I’échantillon

Nous avons recueilli systématiquement toutes les souches de Pseudomonas aeruginosa

isolées pendant notre période d’étude et ayant fait 1’objet d’un antibiogramme.

3.4. Identification
Pour I’identification de nos souches, nous avons fait la coloration de Gram, la recherche de la

cytochrome-oxydase et de la catalase, la mise en évidence des pigments, I'antibiotypie et
I’étude des caracteres biochimiques.

3.4.1. Coloration de Gram

Les réactifs et matériels utilisés sont : le violet de gentiane, la solution iodo-iodurée (lugol),
de l'alcool a 90°, la solution de safranine, I'eau du robinet, les lames porte-objet, les pipettes
Pasteur stériles, le microscope optique et I'nuile de cedre.

3.4.1.1. Principe

La coloration de Gram est une technique qui permet de classer les bactéries selon la structure
de leur paroi en bactéries a Gram positif et a Gram négatif. En effet lorsque les bactéries sont
mises au contact du violet de gentiane et ensuite soumises a l'action du lugol, il se forme un
complexe colorant qui colore en violet tout le cytoplasme des bactéries. Cependant lorsque
ces bactéries colorées sont lavées a l'alcool, seule la paroi des bactéries a Gram négatif, du fait

de sa structure particuliére (glucido-lipido-protéique) se laisse traversée par l'alcool et
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entraine ainsi la décoloration de celles-ci qui seront ultérieurement colorées par la safranine
en rouge. Ces dernieres seront appelées bactéries a Gram négatif.

3.4.1.2. Technique
A laide d'une pipette Pasteur stérile, on préléve une colonie bien isolée pour faire un
étalement mince sur une lame porte- objet.

Le frottis est fixé a la chaleur puis a l'alcool. Puis il est entierement recouvert de violet de
gentiane pendant 1 min. On rince ensuite a I'eau de robinet.

Le frottis est ensuite recouvert de lugol pendant 1 min, puis on décolore a l'alcool (la
décoloration est arrétée au moment ou 1’alcool n’entraine plus de colorant)

On lave rapidement a I'eau en vue d'arréter I'action de I'alcool, le frottis est enfin recouvert de
safranine pendant 20 s, puis lavé a l'eau et séché.

Ensuite le frottis est examiné au microscope optique a I'objectif 100 et a I'immersion a I'huile
de cédre.

Résultat : Pseudomonas aeruginosa est un fin bacille a Gram négatif.

3.4.2. La recherche de I'oxydase

Nous avons utilisé des disques d’oxydase type Bio-rad (France).

Mode opératoire

Avec la pipette Pasteur, une colonie isolée est placée dans la zone réactionnelle.

Apreés environ 20 a 60 s, on compare avec I'échelle colorée.

La présence du cytochrome oxydase se manifeste dans la zone réactionnelle par une
coloration bleue ou bleu-violette.

Résultat : Pseudomonas aeruginosa est oxydase positif.

3.4.3. Recherche de la catalase

Nous avons utilisé le réactif ID color catalase de bioMérieux (flacon compte- goutte contenant
une solution d'eau oxygénée a 10 volumes, un agent épaississant et du bleu d'Evans).

3.4. 3. 1. Principe

La catalase est une enzyme contenant du fer, qui catalyse la décomposition du peroxyde
d'’hydrogéne (H 202) en eau et en oxygene.

Synthétisée par la plupart de bactéries aérobies, elle élimine le peroxyde d’hydrogene produit
au cours du métabolisme aérobie. Le test de la catalase sert a détecter la présence de cette
enzyme dans une souche bactérienne donnée.

2 H,0O, + catalase ------------- > 2 H,0 + O, (dégagement gazeux)
La mise en évidence de la catalase est réalisée en présence d'eau oxygénée, par obtention

d’un dégagement important d'oxygene naissant.
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3.4.3.2. Mode opératoire
A l'aide d'une pipette Pasteur stérile, on préleve une colonie isolée que I'on disperse dans une
goutte d’eau oxygénée précédemment deposée sur une lame porte - objet.

3.4.3.3. Lecture
La présence de la catalase se traduit par le degagement, en moins de 5 s, de bulles d'oxygene
qui forment une mousse persistante.

Reésultat : Pseudomonas aeruginosa est catalase positif.
3.4. 4. Mise en évidence des pigments
Nous avons utilisé les milieux de King A (milieu Tech. Agar pH 7,2) et King B (milieu Flo.
Agar pH 7,2), fabriqués par la société bioMérieux, pour la production de la pyocyanine et de
la pyoverdine respectivement.
Ces milieux sont fondus et coulés en pente dans des tubes en verre et déposés a I'air ambiant
jusqu' a refroidissement.
A l'aide d’une pipette Pasteur stérile, on préléve une colonie isolée d'une culture de 24 h. Puis
celle - ci est mise en suspension dans quelques millilitres d'eau physiologique. Ensuite, on
ensemence les deux milieux en déposant dans chaque tube une goutte de cette suspension sur
la pente et au moyen de la méme pipette, on fait des stries sur toute la surface de la gélose.
Ces tubes sont placés dans I'étuve a 37° pendant 24 h a l'issue desquelles on fait la lecture.
La production de la pyocyanine est maximale sur le milieu King A et celle de la pyoverdine

sur le milieu King B.

3.5. Etude de la sensibilité
Pour déterminer la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques, nous avons eu

recours a la méthode de diffusion en gélose de Mueller-Hinton selon les recommandations du
Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie [34].
Nous avons utilisé des disques impregnés d'une certaine charge connue d'antibiotiques
fabriqués par le laboratoire Biorad.
Cette méthode est basée sur le principe de I’existence de correspondance entre les valeurs
critiques des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en mg/l et des mesures des
diametres d’inhibition au moyen de courbes de correspondance.

s Techniques :

e Milieu de culture
C’est la gélose de Mueller-Hinton (MH). L’épaisseur de la gélose doit étre strictement de 4

mm, quelles que soient les dimensions et la forme de la boite de Pétri utilisée.
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e Réalisation de I’inoculum bactérien
Il est impératif de travailler sur une souche pure. L’identification et I’antibiogramme sont
réalisés a partir d’une méme suspension originelle. La suspension bactérienne est obtenue en
mettant une colonie bien isolée dans 10 ml d’eau distillée stérile suivie d’une agitation.

e Ensemencement par inondation
Quelques ml de I’inoculum (2 a 6 ml environ selon les dimensions de la boite de Pétri) sont
déversés de fagon a recouvrir presque entierement la surface gélosée.
Des mouvements de rotation, dans les deux axes, imprimés par la main accélerent le
recouvrement.
Le surplus d’inoculum est versé et la boite égouttée est mise a sécher pendant 15 min a
I’étuve.

e Application des disques
Les disques d’antibiotiques en cartouches sont disponibles. Aprés 15 min de séchage, les
disques choisis sont posés soit a la pince flambée, soit a I’aide d’un distributeur automatique
périodiquement désinfecté. Les disques sont appliqués a plat sans glissement en appuyant
légérement sur la surface de la gélose. L’ensemble est porté a I’étuve pendant 18 a 24 heures a
37 °C.
Apres incubation on procéde a la lecture des diamétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un
pied a coulisse ou d’un double décimetre. Le diameétre des zones d’inhibition est interprété en
sensible, intermédiaire ou résistant conformément aux recommandations du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie.

e Les antibiotiques testés ont été :
- Une aminopénicilline : I’amoxicilline (25 ug)
- Une carboxypénicilline : 1a ticarcilline (75 pg)
- Une uréidopénicilline : 1a pipéracilline (75 pg)
- Une céphalosporine de premiére génération : la céfalotine (30 Q)
- Une céphalosporine de deuxiéme géenération : la céfoxitine (30 ug)
- L’association amoxicilline + acide clavulanique (20 pg + 10 ug)
- Deux céphalosporines de troisieme génération : le céfotaxime (30 ug) et la ceftazidime (30
He)
- un carbapénéme : I’'imipénéme (10 ug)
- Trois aminosides : la gentamicine (15 pg), I’amikacine (30 pg) et la nétilmicine (30 pg)
- Une quinolone de premiére génération : I’acide nalidixique (30 pug)

- Une fluoroquinolone : 1a ciprofloxacine (5 pg)
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- Un phénicolé : le chloramphénicol (30 pg)
- Une tétracycline : la tétracycline (30 Ul)
- Une polymyxine : la colistine (50 pg)
- Les sulfamides (200 pg)
- Le triméthoprime (5 pg)

3.5. 1. Technique de I'antibiogramme :

- Milieu de culture
Nous avons utilisé le milieu de Mueller-Hinton coulé dans une boite de Pétri de facon
uniforme et jusqu' a une épaisseur de 4 mm.
- Réalisation de I'inoculum bactérien

A l'aide d'une pipette Pasteur stérile, on préleve une colonie bien isolée d'une culture de 24h.
Puis celle - ci est mise en suspension dans 5 ml de solution saline isotonique. Ensuite, on fait
une nouvelle dilution en mettant 5 gouttes de la précédente suspension dans 10 ml d'eau
distillée.
- Ensemencement par inondation
L'inoculum est versé de fagon a recouvrir entiérement la surface gélosée.
En inclinant la boite de Pétri, on jette une premiere fois I'exces de 1’inoculum.
A l'aide d'une pipette Pasteur, on aspire pour éliminer tout le reste de I'inoculum.
Les boites ainsi ensemencées sont mises a sécher 15 mn a 37 °C.
- Dép6t de disques

Au bout de 15 mn de séchage, les disques choisis sont posés soit a la pince fine flambée, soit
a l'aide d'un distributeur automatique.

Deux précautions importantes sont a respecter :

e Les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement, en appuyant
Iégérement sur la surface de la gélose.

e Une distance de 15 mm doit séparer un disque périphérique au bord de la boite et
deux disques doivent étre éloignés au moins de 30 mm centre en centre de sorte que
les zones d’inhibition ne se chevauchent pas.

- Prédiffusion et incubation
Il est important d'observer une prédiffusion des antibiotiques de 30 mn a température
ambiante avant de porter les boites a I’étuve a 37 °C pendant 18 h, couvercle en bas (position

renversée).
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- Lecture et interprétation
La lecture s'effectue en mesurant le diameétre de la zone d’inhibition de chaque disque
d'antibiotique a I'aide du pied a coulisse.
L’interprétation des résultats a été faite conformément aux recommandations du Comité de
I'Antibiotique de la Société Francaise de Microbiologie [34].
3.5.2 Phénotypes de résistance aux p-lactamines
Les souches de Pseudomonas aeruginosa sensibles a la ticarcilline, a la ceftazidime et a
I’imipénéme ont été considérées comme productrices de céphalosporinase inductible.
Les souches résistantes a la ticarcilline mais sensibles aux autres PB-lactamines ont été
considérées comme productrices de pénicillinases et de céphalosporinase inductible.
Les souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes a la ticarcilline, a la ceftazidime, mais
sensibles a I’imipénéme ont été considérées comme productrices de céphalosporinase
déréprimée ou hyperproduite.
Les souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes a la ticarcilline, a la ceftazime et a
I’imipénéme ont été considérées vraisemblablement comme productrices de carbapénémase.
La résistance a I’imipénéme s'explique par deux mécanismes :

- la production d'une enzyme, I'imipénémase

- la résistance par imperméabilité et / ou hyperexpression du systeme d'efflux : « résistance
intrinséque ».

3.6. Technique de collecte

Elle a consisté a la lecture des fiches d’antibiogramme dont le questionnaire comportait outre
la date de I’analyse, le numéro d’identification, le genre et I’espece des souches isolées, la
nature des prélevements, le phénotype de résistance aux [-lactamines ainsi que les

antibiotiques testés.

3.7. Analyse des donneées
L'analyse et l'interprétation de nos résultats ont été faites sur Microsoft et Excel SPSS version

20 du laboratoire de Biologie médicale et d’Hygiene hospitaliere du Centre Hospitalier
Universitaire du Point G.
Pour la comparaison de nos resultats, nous avons utilisé le test Khi carré (corrigé de Yates)

avec un seuil de signification P <0,05.
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RESULTATS
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V. Résultats

4.1 Résultats globaux
De janvier 2004 a décembre 2009 nous avons étudie la sensibilité aux antibiotiques de 231

souches de Pseudomonas aeruginosa.

4.1.1 Répartition des souches en fonction des prélevements (tableau I11)

Tableau I11: Distribution de 231 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction du
prelevement

Prélévements Effectifs Fréquence
Urines 106 46 %
Pus 61 26,4 %
Prélevement vaginal 38 16,5 %
Hémoculture 12 52 %
Liquide pleural 4 1,7%
Cathéter 4 1,7 %
Liquide prostatique 1 0,4 %
Liquide articulaire 1 0,4 %
Liquide céphalo-rachidien 1 0,4%
Liquide bronchique 1 0,4%
Liquide de cavité abdominale 1 0,4%
Liquide gastrique 1 0,4%
Total 231 100 %
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4.1.2 Répartition des souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de I’origine
Sur 231 souches de Pseudomonas aeruginosa, 173 (74,9 %) ont été d’origine hospitali¢re
(tableau 1V). Sur 173 souches hospitaliéres, 120 (69,4 %) provenaient des services de

médecine et 53 (30,6 %) des services de chirurgie.

Tableau IV: Distribution de 231 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de
P’origine

Origine Effectifs Fréquence
Néphrologie 56 24,2 %
Médecine interne 24 10,4 %
Chirurgie A 23 9,9 %
Hématologie-oncologie 16 6,9 %
Réanimation + urgences 12 52 %
Maladies infectieuses 12 52 %
Urologie 11 4,8 %
Chirurgie B 6 2,6 %
Neurologie 4 1,7%
Rhumatologie 3 1,3%
Pneumologie 3 1,3%
Cardiologie 2 0,9 %
Gynécologie 1 0,4 %
Externes 58 251 %
Total 231 100 %
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4.1.3 Répartition des souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de I’année (tableau
V)

Tableau V: Distribution de 231 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de
I’année

‘Année  Effetits  Fréquence
2004 s0  216%
2005 39 16,9 %
2006 30 13 %
2007 51 22,1 %
2008 38 16,4 %
2009 23 10 %

Total 231 100 %
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4.2 Sensibilite aux antibiotiques des souches de Pseudomonas aeruginosa
4.2.1 Résultats d’ensemble
La colistine, la ceftazidime et 1’amikacine ont été les molécules les plus actives (tableau VI).

Tableau VI: Distribution de 231 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de la
sensibilité aux antibiotiques

Antibiotiques Sensible Intermédiaire Résistant Total
Amoxicilline 0 0 231 231
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Amoxicilline + acide 0 12 215 230
clavulanique (0 %) (5,3 %) (94,7 %) (100 %)
Ticarcilline 107 36 85 228
(46,9 %) (15,8 %) (37,3 %) (100 %)
Céfalotine 0 0 231 231
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Céfotaxime 0 118 112 230
(0 %) (51,3 %) (48,7 %) (100 %)
Ceftazidime 207 8 16 231
(89,6 %) (3,5 %) (6,9 %) (100 %)
Céfoxitine 0 0 231 231
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Gentamicine 130 14 81 225
(57,8 %) (6,2 %) (36 %) (100 %)
Amikacine 181 11 32 224
(80,8 %) (4,9 %) (14,3 %) (100 %)
Acide nalidixique 0 0 230 230
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Ciprofloxacine 136 8 86 230
(59,1 %) (3,5 %) (37,4 %) (100 %)
Chloramphénicol 0 26 198 224
(0 %) (11,6 %) (88,4 %) (100 %)
Tétracycline 0 0 226 226
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Sulfamides 115 7 104 226
(50,9 %) (3,1 %) (46 %) (100 %)
Triméthoprime 0 0 231 231
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Colistine 231 0 0 231
(100 %) (0 %) (0 %) (100 %)
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4.2.2 Sensibilité aux antibiotiques des souches hospitalieres de Pseudomonas aeruginosa
La colistine, la ceftazidime et I’amikacine ont été les molécules les plus actives sur nos
souches hospitalieres de Pseudomonas aeruginosa (tableau VII).

Tableau VII: Sensibilité aux antibiotiques de173 souches hospitalieres de Pseudomonas
aeruginosa

Antibiotiques Sensible Intermédiaire Résistant Total

Amoxicilline 0 1 172 173
(0 %) (0,6 %) (99,4 %) (100 %)

Amoxicilline + acide 0 9 164 173
clavulanique (0 %) (5,2 %) (94,8 %) (100 %)

Ticarcilline 76 28 69 173
(44 %) (16 %) (40 %) (100 %)

Céfalotine 0 0 173 173
(0%) (0%) (100 %) (100 %)

Céfotaxime 0 84 89 173
(0 %) (48,6 %) (51,4 %) (100 %)

Ceftazidime 153 6 14 173
(88,4 %) (3,5 %) (8,1 %) (100 %)

Céfoxitine 0 0 173 173
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)

Gentamicine 97 7 65 169
(57,4 %) (4,1 %) (38,5 %) (100 %)

Amikacine 133 8 25 166
(80,1 %) (4,8 %) (15,1 %) (100 %)

Acide nalidixique 0 3 170 173
(0 %) (1,7 %) (98,3 %) (100 %)

Ciprofloxacine 95 7 70 172
(55,2 %) (4,1 %) (40,7 %) (100 %)

Chloramphénicol 0 20 148 168
(0 %) (11,9 %) (88,1 %) (100 %)

Tétracycline 0 7 162 169
(0 %) (4,2 %) (95,8 %) (100 %)

Sulfamides 83 5 81 169
(49,1 %) (2,9 %) (48 %) (100 %)

Triméthoprime 0 0 173 173
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)

Colistine 173 0 0 173
(100 %) (0 %) (0 %) (100 %)

Theése de Pharmacie 2018-2019 Alima TRAORE Page 41



SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLEES DE
2004 A 2009 AU CHU DU POINT G

4.2.3 Sensibilité aux antibiotiques des souches externes de Pseudomonas aeruginosa
La colistine, la ceftazidime, I’amikacine et la ciprofloxacine ont été les molécules les plus
actives sur nos souches externes de Pseudomonas aeruginosa (tableau VII1).

Tableau VI1I: Sensibilité aux antibiotiques de 58 souches externes de Pseudomonas
aeruginosa

Antibiotiques Sensible Intermédiaire Résistant Total
Amoxicilline 0 0 58 58
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Amoxicilline + acide 0 3 55 58
clavulanique (0%) (5 %) (95 %) (100 %)
Ticarcilline 31 8 16 55
(56,4 %) (14,5 %) (29,1 %) (100 %)
Céfalotine 0 0 58 58
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Céfotaxime 0 34 24 58
(0 %) (58,6 %) (41,4 %) (100 %)
Ceftazidime 54 2 2 58
(93 %) (3,5 %) (3,5 %) (100 %)
Céfoxitine 0 0 58 58
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Gentamicine 33 7 16 56
(58,9 %) (12,5 %) (28,6 %) (100 %)
Amikacine 48 3 7 58
(82,8 %) (5,2 %) (12 %) (100 %)
Acide nalidixique 0 0 58 58
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Ciprofloxacine 41 1 16 58
(70,7 %) (1,7 %) (28,6 %) (100 %)
Chloramphénicol 0 6 52 58
(0 %) (10,3 %) (89,7 %) (100 %)
Tétracycline 0 3 55 58
(0 %) (5,2 %) (94,8 %) (100 %)
Sulfamides 32 2 23 57
(56,1 %) (3,5 %) (40,4 %) (100 %)
Triméthoprime 0 0 58 58
(0 %) (0 %) (100 %) (100 %)
Colistine 58 0 0 58
(100 %) (0 %) (0 %) (100 %)
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4.2.4 Sensibilité aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa en en fonction de I’origine

4.2.4.1 Sensibilite de Pseudomonas aeruginosa a la ticarcilline en fonction de I’origine
(tableau IX)

Tableau IX: Distribution de 228 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de la
sensibilité a la ticarcilline et de ’origine

S I +R Total
Souches hospitalieres 76 97 173
(44 %) (56 %) (100 %)
Souches externes 31 24 55
(56,4 %) (43,6 %) (100 %)
Total 107 121 228

v¥=2,59;d.dl.=1;P=0,107

4.2.4.2 Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa a la ceftazidime en fonction de I’origine
(tableau X)

Tableau X: Distribution de 231 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de la
sensibilité a la ceftazidime et de I’origine

S I+R Total
Souches hospitalieres 153 20 173
(88,4 %) (11,6 %) (100 %)
Souches externes 54 4 58
(93 %) (7 %) (100 %)
Total 207 24 231
¥=1,015;ddl.=1;P=0,314
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4.2.4.3 Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa a la gentamicine en fonction de 1’origine
(tableau XI)

Tableau XI : Distribution de 225 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de la
sensibilité a la gentamicine et de ’origine

S I+R Total
Souches hospitaliéres 97 72 169
(57,4 %) (42,6 %) (100 %)
Souches externes 33 23 56
(58,9 %) (41,1%) (100 %)
Total 130 95 225

¥ =0,0405;dd.l.=1;P=0,84

4.2.4.4 Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa a I’amikacine en fonction de ’origine
(tableau XII)

Tableau XI1: : Distribution de 224 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de la
sensibilité a I’amikacine et de I’origine

S I +R Total
Souches hospitalieres 133 33 166
(80,1 %) (19,9 %) (100 %)
Souches externes 48 10 58
(82,8 %) (17,2 %) (100 %)
Total 181 43 224

¥ =0,0004 ;d.dl.=1;P=0,984
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4.2.4.5 Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa a la ciprofloxacine en fonction de I’origine

Les souches externes ont été plus sensibles a la ciprofloxacine que les souches hospitaliéres :

la différence n’est pas significative (tableau XIII).

Tableau XI1I: Distribution de 230 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de la
sensibilité a la ciprofloxacine et de ’origine

S I +R Total
Souches hospitalieres 95 77 172
(55,2 %) (44,8 %) (100 %)
Souches externes 41 17 58
(70,7 %) (29,3 %) (100 %)
Total 136 94 230

v=3,67;ddl.=1;P=0055

4.2.4.6 Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux sulfamides en fonction de I’origine
(tableau X1V)

Tableau XIV: Distribution de 226 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction de la
sensibilité aux sulfamides et de I’origine

S I+R Total
Souches hospitalieres 83 86 169
49,1 %) (50,9 %) (100 %)
Souches externes 32 25 57
(56,1 %) (43,9 %) (100 %)
Total 115 111 226
v*=0,842;d.dl.=1;P=0,358
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4.3 Phénotypes de résistance aux f-lactamines

Les phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux [-lactamines sont rapportés au
tableau XV.

Tableau XV:Distribution de 231 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction du
phénotype

Phénotypes Effectif Fréquence
Céphalosporinase inductible 107 46,3 %
Céphalosporinase inductible + pénicillinase 100 43,3 %
Céphalosporinase hyperproduite 23 10 %
Carbapénémase 1 0,4 %
Total 231 100 %
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4.3.1 Repartition des souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction du phénotype et de
I’origine

Les phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa sont trés disperses dans les
services (tableau XV1).

Tableau XVI: Distribution des souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction du
phénotype et de I’origine

Origine Cl Cl+P CH CARB Total
Néphrologie 23 27 6 0 56
(41 %) (48 %) (11 %) (0 %) (100 %)
Médecine interne 15 7 2 0 24
(62,5 %) (29,2 %) (8,3 %) (0 %) (100 %)
Chirurgie A 9 11 3 0 23
(39 %) (48 %) (13 %) (0 %) (100 %)
Hématologie-oncologie 5 9 2 0 16
Réanimation + 5 6 1 0 12
urgences
Maladies infectieuses 7 4 1 0 12
Urologie 2 5 4 0 11
Chirurgie B 1 4 0 1 6
Neurologie 2 2 0 0 4
Rhumatologie 3 0 0 0 3
Pneumologie 2 0 1 0 3
Cardiologie 1 1 0 0 2
Gynécologie 1 0 0 0 1
Externes 31 24 3 0 58
(53,4 %) (41,4 %) (5,2 %) (0 %) (100 %)
Total 107 100 23 1 231

CI = cephalosporinase inductible ; Cl + P = céphalosporinase inductible + pénicillinase ; CH

= céphalosporinase hyperproduite ; CARB = carbapénémase
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4.3.2 Répartition des souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction du phénotype et
du prélevement

La prévalence des phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa a été indépendante
des préléevements (tableau XVII).

Tableau XVII: Distribution des souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction du
phénotype et du prélevement

“Prélevements  CI  Cl+P CH CARB  Total
‘Urines 44 5 15 0 106
(39 %) (47 %) (14 %) (0 %) (100 %)
Pus 25 32 3 1 61
(41 %) (52,4 %) (5 %) (1,6 %)
Prélevement 28 8 2 0 38
vaginal (73,7 %) (21,1 %) (5,2 %) (0 %) (100 %)
Hémoculture 7 3 2 0 12
Liquide 3 1 0 0 4
pleural
Cathéter 1 3 0 0 4
Liquide 0 1 0 0 1
prostatique
Liquide 1 0 0 0 1
articulaire
Autres 1 2 1 0 4
Total 107 100 23 1 231

CI = céphalosporinase inductible ; Cl + P = céphalosporinase inductible + pénicillinase ; CH

= céphalosporinase hyperproduite ; CARB = carbapénémase
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4.3.3 Prévalence des phénotypes en fonction de I’origine (tableau XVIII)

Le phénotype céphalosporinase inductible n’a pas été plus fréquent chez les souches
communautaires que chez les souches hospitaliéres de P. aeruginosa ()2 = 1,5825 ; d.d.l.=1;
P =0,208).

Le phénotype céphalosporinase hyperproduite n’a pas été plus fréquent chez les souches
hospitalieres que chez les souches communautaires de P. aeruginosa (y>=1,9773 ; d.d.l. =1
P =0,1596).

Tableau XVIII: Distribution de 231 souches de Pseudomonas aeruginosa en fonction du
phénotype et de I’origine

‘Origipe ~~CI Cl+P  CH CARB  Total

‘Souches ~w® 1% 20 1 113
hospitaliéres (43,9 %) (43,9 %) (11,6 %) (0,6 % (100 %)
Souches 31 24 3 0 58
communautaires (53,4 %) (41,4 %) (5,2 %) (0 %) (100 %)
Total 107 100 23 1 231

CI = céphalosporinase inductible ; Cl + P = céphalosporinase inductible + pénicillinase ; CH

= céphalosporinase hyperproduite ; CARB = carbapénémase
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4.3.4 Sensibilité comparée aux antibiotiques des souches de Pseudomonas aeruginosa
hyperproductrices de céphalosporinase et des souches productrices de céphalosporinase
inductible

Les sulfamides, la ciprofloxacine, la gentamicine et 1’amikacine ont été plus actifs sur les
souches de Pseudomonas aeruginosa productrices de céphalosporinase inductible que sur les

souches hyperproductrices de céphalosporinase (tableau XIX).

Tableau XIX: Sensibilité comparée aux antibiotiques des souches de Pseudomonas
aeruginosa hyperproductrices de céphalosporinase et des souches productrices de
céphalosporinase inductible

L B
07 0 0 23

Ticarcilline 1 <10
(100%) (0 %) (0%) (100 %)

Ceftazidime 107 0 0 23 <10°
(100 %) (0 %) (100 %)

Gentamicine 81 21 6 16 0,000 001248
(794%) (206%) (27%)  (73%

Amikacine 96 6 14 8 0,000 0418
(941%) (59%) (64%)  (36%

Ciprofoxacine 92 13 5 17 <10°
(87,6%) (124%) (23%) (77 %)

Sulfamides 83 21 5 17 <10°
(79,8%) (20,2%) (23 %) (77 %)

Colistine 107 0 23 0

(100%) (0%)  (100%) (0 %)

CI = céphalosporinase inductible ; CH = céphalosporinase hyperproduite
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4.4 Evolution des résistances

L’examen du tableau XX suggére les remarques suivantes :

- la résistance a la ticarcilline, la ceftazidime, la gentamicine, 1’amikacine, la

ciprofloxacine et aux sulfamides a évolué de fagon irréguliere de 2004 & 2009 ;

- lasensibilité a la colistine a été constante.

Tableau XX: Evolution de la résistance aux antibiotiques des souches de Pseudomonas

aeruginosa
Antibiotiques 2004 2005 2006 2007 2008 2009
I+R I +R I +R I+R I+R I +R
Ticarcilline 44 % 49 % 63 % 50 % 71 % 44 %
Ceftazidime 6% 0% 13 % 16 % 21 % 4%
Gentamicine 60 % 30 % 37 % 31 % 58 % 30 %
Amikacine 32 % 13 % 11% 14 % 32 % 26 %
Ciprofoxacine 27 % 33 % 47 % 35 % 68 % 44 %
Sulfamides 44 % 51 % 60 % 46 % 57 % 35 %
Colistine 0% 0% 0% 0% 0% 0%
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V. Discussion :

5.1. Méthodologie :

L’identification de nos souches de Pseudomonas aeruginosa est faite sur la base des
caracteres morphologiques et biochimiques [8, 40]. L’interprétation des résultats de
I’antibiogramme est faite conformément aux recommandations du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie [34]. L’identification des
phénotypes de résistance aux B-lactamines est faite selon la sensibilité de nos souches de P.
aeruginosa a I’association amoxicilline + acide clavulanique, la ticarcilline, la ceftazidime et
I’imipénéme. Nous avons souhaité¢ utiliser des disques de pipéracilline, cefsulodine,
cefpirome, céfépime, ticarcilline + acide clavulanique, pipéracilline + tazobactam,
méropénéme et d’aztréonam pour mieux individualiser les phénotypes pénicillinases,
oxacillinase , B-lactamases a spectre étendu, altération des porines et surexpression d’un
systéme d’efflux [16, 21, 23, 35]. Cela n’a pas été possible pour des raisons financiéres des
plateaux techniques.

5.2. Sites de prélevement

Nos souches de Pseudomonas aeruginosa ont été isolées dans différents prélevements. Les
souches ont été trouvées pour la plupart dans les urines, les pus, les prélevements vaginaux et
les hémocultures [tableau I11]. Nos sites de prélevement cadrent bien avec le pouvoir
pathogéne de cette bactérie qui détermine des infections diverses : infections urinaires,
infections pulmonaires, abces, infections ostéo-articulaires, bactériémies ou septicémies [40].
Souley Lié Moustapha a isolé ses souches de P. aeruginosa dans les mémes prélevements que
nous au CHU du Point G en 2002 [43].

5.3. Origine des souches :

Sur 231 souches de Pseudomonas aeruginosa isolées 173 (74,9 %) sont d’origine hospitali¢re
et 58 (25,1 %) sont externes. Les souches hospitalieres proviennent des services de
néphrologie, de médecine interne, de chirurgie Aet B, des maladies infectieuses,
d’hématologie-oncologie médicale, d’urologie, de rhumatologie, de cardiologie, de
réanimation, des urgences, de gynécologie, de neurologie [tableau I1V].

Les services les plus touchés au CHU du Point G sont la néphrologie et la médecine interne.
Dans certaines études c’est le service de réanimation et des soins intensifs qui est le plus
touché par Pseudomonas aeruginosa ou il est cause d’infections nosocomiales [41, 42].

5.4. Sensibilité aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa :

Nos souches ont été sensibles aux molécules suivantes : la colistine (100 %), la ceftazidime
(89,6 %) et I’amikacine (80,8%) [tableau VI].
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Les souches de Souley Lie Moustapha qui a travaillé dans le méme service que nous ont été
sensibles a la colistine (100 %), la ceftazidime (97,8 %) et I’amikacine (91,2 %) en 2002 [43].
Nyaledome a également fait le méme constat que nous: ses souches de Pseudomonas
aeruginosa, isolées a I’hopital militaire d’instruction Mohammed V en 2016, ont éte sensibles
a la colistine (100 %), la ceftazidime (82,6 %) et 1’amikacine (80,8 %) [44].

Nos souches ont été plus sensibles a la ceftadizime et a I’amikacine que celles de Nyaledome
[44].

5.4.1. Sensibilité aux p-lactamines

La ticarcilline a été active sur 44 % de nos souches hospitaliéres et 56 % de nos souches
externes. La ceftazidime a été active sur 88,4 % des souches hospitalieres et 93 % des
souches externes [tableaux VII, VI, IX et X].

Souley Lié Moustapha a eu les mémes résultats que nous en ce qui concerne la sensibilité a la
ticarcilline : 42% pour les souches hospitalieres et 53,6 % pour les souches externes au CHU
du Point G [43].

La ceftazidime est moins active sur nos souches de Pseudomonas aeruginosa que sur celles
de Souley Lié Moustapha [39] : elle a été active sur toutes ses souches hospitaliéres et sur 96
% de ses souches externes au CHU du Point G en 2002 [43].

En Europe 74 % des souches de P. aeruginosa étaient sensibles a la ticarcilline. En France
18,6 % des souches de P. aeruginosa étaient résistantes a la ceftazidime et 18,4 % a
I’imipénéme ou au méropéneme [35].

5.4.2. Sensibilités aux aminosides

La sensibilité de nos souches a I’amikacine est de 80,1% pour les souches hospitaliéres et 82,8
% pour les souches externes. La gentamicine a été active sur 57,4 % de nos souches
hospitalieres et 58,9 % de nos souches externes [tableaux VII et VIII]. Nos souches ont été
moins sensibles que celles de Souley Lié Moustapha a I’amikacine avec 91,5 % de
sensibilité pour les souches hospitaliéres et 91 % pour les souches externes. La gentamicine a
été plus active sur nos souches que sur celles de Souley Lié Moustapha avec 35,6 % pour ses
souches hospitalieres et 38,5 % pour ses souches externes au CHU du Point G en 2002 [43].
5.4.3. Pseudomonas aeruginosa et autres antibiotiques

La péfloxacine, la norfloxacine, I'ofloxacine et la ciprofloxacine sont actives sur
Pseudomonas aeruginosa selon Véron [40]. Parmi nos souches, la ciprofloxacine a été active
sur une souche hospitaliere sur deux et sur 70,7 % de nos souches externes [tableaux VI, VIII
et XI1I1]. La fréquence de la sensibilité a la ciprofloxacine, molécule la plus active, était autour
70 & 75 % selon Soussy [37].
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La colistine a eu une activité constante sur nos souches [tableau V1].

Quant aux sulfamides, leurs activités ont éte faibles sur nos souches [tableaux VI, VIII et
1X].

5.5. Résistance aux antibiotiques

5.5.1. Phénotypes de résistance aux béta-lactamines :

La résistance de Pseudomonas aeruginosa aux B-lactamines est marquée par la production de
cephalosporinase inductible (46,3 %), céphalosporinase inductible + pénicillinase (43,3 %),
cephalosporinase hyperproduite (10 %) et de carbapénémase (0,4 %) [tableau XV].

La résistance aux [-lactamines des souches de Pseudomonas aeruginosa a été marquée par la
production de céphalosporinase hyperproduite (3,6%), de I’'imipénémase (9,3%) en 2016 a
Rabat au Maroc [44].

Notre pourcentage de souches productrices de céphalosporinases hyperproduites (10 %) est
plus élevé que celui Nyaledome (3, 6 %). Nos souches ont été moins résistantes a
I’imipéneme (0,4 %) que celles de Nyaledome (9,3 %) au Maroc en 2016 [44].

5 .5. 2 Résistance aux aminosides :

L’amikacine n’a pas été active sur 19,2 % de nos souches et la gentamicine sur 42,2 %
[tableau V1].

Nyaledome a fait la méme remarque nous en ce qui concerne la résistance de P. aeruginosa a
I’amikacine : 19,2 % de ses souches sont résistantes a cette molécule. A I’inverse ses souches
ont été moins résistantes a la gentamicine (29,5 %) que les nbtres [44].

Nos souches hospitaliéres n’ont pas été plus résistantes aux aminosides que nos souches
externes [tableaux XI et XI1].

5.6. Evolution de la résistance aux antibiotiques :

Pour la ticarcilline et la ceftazidime nous avons fait le méme constat que Souley Lié
Moustapha [43].

Souley Lié Moustapha a constaté une augmentation réguliere de la résistance de 1999 a 2001
pour I’amikacine et la gentamicine [43]. La résistance de nos souches de P. aeruginosa aux
antibiotiques a été irréguliére de 2004 a 2009. Seule la colistine a eu une activité constante sur
nos souches [tableau XX].
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V1. Conclusion :
L'étude de la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa a éeté realisée sur une période allant de

2004 a 2009 au laboratoire de biologie médicale et d’hygiéne hospitaliére au CHU du Point
G.

Les antibiotiques les plus actifs sont la colistine, la ceftazidime et 1’amikacine.

L’activité de la gentamicine, de la ciprofloxacine et des sulfamides a été¢ faible sur nos
souches.

Les souches communautaires de Pseudomonas aeruginosa n'ont pas été plus sensibles aux
antibiotiques que les souches hospitaliéres.

La fréquence de la résistance de nos souches a été élevée pour certaines molécules :
ticarcilline, gentamicine, ciprofloxacine et sulfamides.

Les principaux phénotypes de résistance aux [-lactamines ont été la céphalosporinase
inductible associée ou non a une penicillinase, la céphalosporinase hyperproduite. La
production de carbapénémase a été tres rare.

La résistance de nos souches aux antibiotiques a augmenté de facon irréguliere.
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VIIl. Recommandations
Au terme de cette étude, nous formulons les recommandations suivantes :

Au Ministére de la Santé et de ’Hygiene Publique

e Lutter contre la vente illicite des médicaments.
e Mettre en place un comité national de lutte contre les infections nosocomiales.

e Rendre I’antibiogramme réalisable dans toute 1’étendue du Mali.

A la direction du CHU du Point G
e Doter le laboratoire de biologie médicale et hygiene hospitaliere en équipements de
derniére génération ;
e Approvisionner régulierement le laboratoire de biologie médicale et hygiene
hospitaliére en réactifs et consommables.
e Donner une autonomie de gestion au service du laboratoire.

e Mettre en place un comité local de lutte contre les infections nosocomiales.

Aux prescripteurs :
e Réaliser un antibiogramme avant toute prescription d’antibiotiques ;

e Prescrire de fagon rationnelle les antibiotiques pour la diminution de 1I’émergence de
nouvelles souches résistantes a plusieurs antibiotiques ;

e Adapter I’antibiothérapie a un antibiogramme.
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Résumé

Introduction : Le but de notre travail était d’étudier la sensibilité aux antibiotiques de
Pseudomonas aeruginosa de 2004 a 2009 au laboratoire de biologie médicale et hygiene
hospitaliere du centre hospitalier universitaire du Point G

Meéthodes : L’isolement des souches de P. aeruginosa a été réalisé sur la gélose de Drigalski.

L’identification des souches a été faite a 1’aide des disques d’oxydase et sur la base des
caractéres biochimiques. L’étude de la sensibilité des souches de P. aeruginosa a été faite par
la méthode ses disques.

Résultats : Les souches de P. aeruginosa ont été isolées d’urines (46 %), de pus (26,4 %), de
prélevement vaginal (16,5 %), d’hémocultures (5,2 %). Les antibiotiques actifs sur nos
souches de P. aeruginosa ont été la colistine (100 %), la ceftazidime (89,6 %), I’amikacine
(80,8 %), la ciprofloxacine (59,1 %), la gentamicine (57,8 %), les sulfamides (50,9 %). Les
souches externes de P. aeruginosa n’ont pas été plus sensibles a la ceftazidime (93 % versus
88,4 % ; P = 0,314), I’amikacine (82,8 % vs 80,1 % ; P = 0,984), la gentamicine (58,9 % vs
57,4 % ; P = 0,84), la ciprofloxacine (70,7 % vs 55,2 % ; P = 0,055), aux sulfamides (56,1 %
vs 49,1 % ; P = 0,358) que les souches hospitalieres. Les principaux phénotypes de résistance
aux pB-lactamines ont été la céphalosporinase inductible (46,3 %),  1’association
céphalosporinase inductible + pénicillinase (43,3 %), la céphalosporinase hyperproduite (10
%). La résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa a évolué de fagon irréguliére.
Conclusion : La colistine, la ceftazidime et I’amikacine ont été les antibiotiques les plus actifs
sur nos souches de P. aeruginosa.

Mots-clés : Pseudomonas aeruginosa ; antibiotiques ; CHU du Point G ; Bamako (Mali).
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