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Les affections respiratoires sont des maladies qui affectent le systeme respiratoire.
Parmi les nombreuses de ces affections, Pseudomonas aeruginosa est une bactérie souvent
associée a des infections pulmonaires sévéres et chroniques. Ce dernier est un pathogéne
opportuniste qui peut causer des infections chez les individus immunodéprimés, les patients
atteints de mucoviscidose, les personnes sous ventilation mécanique ou ayant des dispositifs
médicaux invasifs (Benabid., 2009).

Il est impliqué dans les pneumopathies chez les malades sous respirateur, les
infections urinaires chez les malades sondés, les infections cutanées secondaires a des
bralures, les infections ostéo-articulaires sur matériel, des infections respiratoires (les
infections les plus courantes sont la pneumonie et la bronchite) (Hamze et al., 2004).

Sa pathogénicité est conférée par 1’interaction avec certaines structures de surface et
par la sécrétion de nombreux facteurs de virulence, ce qui explique que le bacille pyocyanique
est considéré de nos jours comme un sérieux probleme de santé publique et il est responsable
de 10 a 20% des infections nosocomiales (Guilherme., 2013).

La résistance de Pseudomonas aeruginosa fait référence & sa capacité a résister aux
effets des agents antimicrobiens, tels que les antibiotiques. Ce germe est connu pour sa
capacité intrinseque a développer des mécanismes de résistance, ce qui en fait une
préoccupation majeure dans le domaine de la santé (Kipnis., 2006).

Vu la multi résistance, la pathogénicité et la nocivité de pseudomonas aeruginosa rend
le suivi de ce dernier en milieu hospitalier plus important en vue de diminuer sa propagation,
de minimiser la fréquence des souches multi-résistantes et donc de baisser le co(t du
traitement pour une antibiothérapie adéquate afin d’avoir la meilleure prise en charge du
malade souffrant, C’est dans ce but que notre travail a été réalisé¢ ou on s’est fixé plusieurs

objectifs avec lesquels nous avons recherché et caractérisé les souches de pseudomonas

aeruginosa a partir des différents prélévements respiratoires (crachat, liquide pleural, drain

thoracique) provenant des malades hospitalisés ou externes, en vue de I’identification de ces
souches par son profil biochimique (galerie API) et déterminer leurs profils de résistance aux
antibiotiques ainsi que quelques caractéristiques et facteurs epidémiologiques.

Ce travail a été réalisé¢ au niveau du laboratoire de microbiologie de I’Hopital CHU

sidi Belloua de la ville de Tizi Ouzou.
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Chapitre | Anatomie et physiologie du Systeme respiratoire

On ne peut pas vivre sans I’oxygeéne de I’air ambiant. Tous les organes, tissus et
cellules de notre corps ont besoin d’oxygene afin de pouvoir « travailler ». Cet oxygene sert a
la « combustion » des substances nutritives libérant « 1’énergie » nécessaire pour assurer
différentes tdches. Quand les sucres sont briilés, un déchet formé par du gaz carbonique
(CO2) doit étre éliminé. Pour que I'air ambiant et donc 1’oxygene parvienne a notre corps, et
pour que le gaz carbonique en soit ¢liminé, nous disposons du systéme respiratoire

(Brinkman., 2020).

.1 Définition du systéeme respiratoire

L'appareil respiratoire est connu sous le nom de systéme respiratoire. La respiration
dans le langage médical est appelée la ventilation pulmonaire qui est un mécanisme
permanent, involontaire, inconscient et rythmique, il s'agit du renouvellement de I'air contenu
dans les poumons par l'action des muscles respiratoires .11 est composé d'une série d'organes
chargés d'absorber 'oxygene, d'alimenter le corps en fournissant de I'oxygéne au sang puis
aux cellules de 1’organisme, et d'expulser du corps les déchets gazeux, constitués
principalement par le dioxyde de carbone. Il désigne l'ensemble des organes d'un étre vivant
qui ont pour but d'assurer la respiration, c'est-a-dire tous les éléments du corps qui participent
a l'échange gazeux entre l'environnement et I'organisme (Kulpinski., 2016).

L’appareil respiratoire se compose anatomiquement de trois parties.

1.1.1 Les voies aériennes supérieures
Les voies respiratoires supérieures sont situées a l'extérieur du thorax (extra-thoracique)
et se composent de la cavité nasale, la cavité orale, du pharynx et du larynx (Benlahoués.,

2013).

I.1.1.1 La cavité nasale et orale
» Anatomie
La cavité nasale est constituée de deux cavités séparées sagittalement par une fine
cloison nasale. Elle est située au-dessus de la cavité buccale, sous la cavité cranienne et
dans l'orbite. Le squelette osseux de la cavité nasale est divisé en quatre parois :
= La paroi supérieure (voite).
= La paroi inférieure (plancher).
= La paroi médiale.

La paroi latérale.



https://www.futura-sciences.com/maison/definitions/batiment-ventilation-5362/
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-air-4452/
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https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/developpement-durable-dechet-5725/
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Elle et aussi composé des : orifices (orifice antérieur « narines » qui permet a 1’air
d’entrer et de sortir, et postérieur « choanes » fait communiquer la fosse nasale avec le
pharynx) et un revétement cutanéomuqueux des fosses nasales. Et la présence des sinus para
nasaux ; frontaux, maxillaires, sphénoidaux et éthmoidaux (Toumi ez al., 2015) (Figure 1.1).

e La cavité orale est située a la face inférieure de la face entre la cavité nasale, sous les
orbites, et les fosses infra-temporales situées dans le cou. Elle est tapissée a I’intérieur
par une muqueuse protectrice. Elle s’ouvre par les lévres. Elle est limitée latéralement
par les joues, en haut par le toit de la bouche qui est formé du palais osseux et du
palais mou qui ménent a I’arriére de la langue et aux amygdales. En bas, elle est
limitée par le plancher de la bouche sur lequel repose la langue. La bouche renferme
les machoires inférieures et supérieures, sur lesquelles prennent place les gencives et
les dents (Toumi et al., 2015) (Figure 1.1).

sinus frontal
cornet moyen - plaque cribriforme

cornet inférieur cornet supérieur
- e ‘ sinus sphénoidal
vestibule narinaire | nasopharyn

apophyse maxillaire
volte palatine

langue - oropharynx

épiglotte
incisive latérale
colonne vertébrale - laryngo-pharynx

trachée - “ oesophage
Figure I. 1: Anatomie de cavité nasale et orale (Bernard. 2020).

> Physiologie

La cavité nasale communique avec le monde extérieur par les ouvertures des narines. Ils
refluent & travers la cavité nasale postérieure dans le nasopharynx. La cavité nasale a
double fonction : respiratoire et olfactive (Humidifier et réchauffer 1’air inspir¢) (Sobiesk
etal., 2019).

La cavité orale est la porte d’entrée des aliments par laquelle on se nourrit, son rdle
premier est de participer a 1’alimentation et a la digestion mais aussi a respirer et a parler

(création de sons) (Briand., 2017).
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1.1.1.2 Le pharynx
» Anatomie
Le pharynx est un carrefour aérodigestif entre les voies aériennes et les voies
digestives, c’est une transition en forme d'entonnoir de 13 cm de long. Il est situé entre le nez
et la trachée. Il est sous forme d’une cavité conique aplatie d’avant en arriere, divisée en deux
parties par la voile du palais (Fekir., 2019) (Figure 1.2).
Le pharynx comprend :
Rhino-pharynx
L’oropharynx

Laryngopharynx

Nasopharynx

Oropharynx

Laryngopharynx

Figure I. 2: L’anatomie du pharynx (Borsi., 2015).

> Physiologie

Il travaille en étroite collaboration avec le larynx pour controler l'ouverture et la
fermeture des voies respiratoires, de la trachée et des voies gastro-intestinales cesophage.

Concernant son role au niveau digestif est la déglutition ; qui permet le transport du
bol alimentaire de la bouche vers I’estomac, il est donc important que cette région ait un
contrdle précis pour éviter que les aliments aillent vers les voies aériennes (fausses routes)

(Menche., 2023).

I.1.1.3 Le larynx
» Anatomie
Le larynx correspond a la partie antérieure ¢élargie et différenciée de la trachée, a son
débouché dans la cavité bucco-pharyngée. Il est soutenu comme la trachée par des pieces

squelettiques généralement cartilagineuses qui proviennent du troisieme arc branchial ou des
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deuxiémes et troisiemes arcs branchiaux. Sa musculature provient de la transformation des
muscles stri¢s viscéraux liés a ces mémes arcs (Beaumont et al., 1995).

Le larynx est fait de trois cartilages pairs : les cartilages aryténoides enserrant I’orifice
de la glotte, les cartilages aryténoides cricoides qui proviennent de la troisieme paire d’arcs
bronchiaux et les cartilages thyroides qui proviennent des deuxiémes et troisiémes arcs

bronchiaux (Beaumont et al., 1995) (Figure 1.3).

| Etage sus-glottique = \ 7 Epiglotte 7 '

| vestibule larynge

[ + Os hyo'l'de'
Etage glottique, avec

les cordes vocales

Cartilage
thyroide

Cartilage
cricoide

‘ Etage sous-glottique

Glande
thyroide

Trachée '

Figure 1. 3: Anatomie du larynx (Charline., 2020).
> Physiologie
Le larynx bloque l'acceés aux voies respiratoires lorsque les aliments traversent le tube
digestif. Il assure la déglutition ; le larynx se déplace vers le haut, 1’épiglotte s’abaisse et la
glotte se ferme assurant ainsi I’étanchéité des poumons. Et aussi la phonation ; 1’air expiré
provoque la vibration des cordes vocales, le débit de 1’air expiré détermine la hauteur du son,

la cavité buccale sert a la prononciation (Menche., 2023).

1.1.2 Les voies aériennes inférieures

Les voies respiratoires inférieures sont constituées de la trachée, des bronches, des
bronchioles et des alvéoles qui composent les poumons. Ces structures recoivent l'air des
voies respiratoires supérieures, absorbent l'oxygéne et libérent du dioxyde de carbone en
retour. D'autres structures telles que la cage thoracique et le diaphragme protégent et

soutiennent ces fonctions (Brinkman et al., 2020).
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1.1.2.1 La trachée
» Anatomie
La trachée est un tube cylindrique composé de structures cartilagineuses, de fibres et
de fibres musculaires qui prolongent le larynx et transporte I'air vers les bronches et mesure
environ 20 mm de diamétre. Elle est aplatie sur sa face postérieure (Fekir., 2019).
Elle est composée de deux parties : la face postérieure ou la trachée est aplatie et la
face antérieure qui se termine en donnant naissance a la hauteur de la 6¢me vertebre dorsale
aux bronches souches droite et gauche séparées par 1’éperon trachéal ou caréna (Larboui.,

1977) (Figure 1.4).

S
L1
3
’ Ly
L
Cartilage =

e = - - — Bord inféricwur
cricosde

dw CS

Trachée

Bronche

1 X
principale droite =

Figure 1. 4: Schéma représentatif de la trachée (Bensalem., 2020).

Physiologie

Elle assure le passage de l'air durant tout le cycle respiratoire, permettant ainsi
I'hématose et la phonation ; c'est la fonction aérienne de la trachée, placée sous le contréle du
systéme nerveux parasympathique. (Menche., 2023).

La trachée présente aussi une fonction de drainage liée a son appareil mucociliaire

autorisant I'é¢limination des particules inhalées vers le pharynx (Menche., 2023).

1.1.2.2 Les bronches et bronchioles
> Anatomie
e Les bronches sont des conduites intégrées au systéme respiratoire de 1'organisme elles
contiennent des muscles lisses et du cartilage. Les deux bronches principales
(bronches souches) naissent a la terminaison de la trachée et se jettent dans chaque

poumon. Et sont :
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v La bronche souche droite : Elle donne naissance a; la bronche lobaire supérieure
droite, la bronche lobaire moyenne et la bronche lobaire inférieure.

v La bronche souche gauche : Elle donne naissance a la branche lobaire supérieur
gauche sur sa face latérale externe, la bronche lobaire inférieure gauche qui donne
naissance a la bronche de Nelson sur sa face postérieure et au bouquet terminal
(Larboui., 1977).

Les bronches lobaires qui se divisent en bronches segmentaires, puis en bronches sous
segmentaires..., la division va se poursuivre jusqu’aux bronchioles terminales et canaux
alvéolaires au sein du lobule pulmonaire ce qui assurent le relais au sein des poumons
(Larboui., 1977).

e Les bronchioles sont les premiéres branches des voies respiratoires qui contiennent

que des muscles lisses sans cartilage. Elles sont des prolongements des bronches et elles

ont moins d'un millimétre de diamétre (Larboui., 1977).

> Physiologie

L'air inspiré suit le trajet de la trachée et des bronches, afin d'assurer les échanges

gazeux avec la circulation sanguine et permettre ainsi l'oxygénation des tissus. Ces bronches

transportent l'air vers la poitrine, qui est protégée par le sternum, ou vers les lobes
pulmonaires, qui sont contenus dans les cavités pulmonaires (Bessaguet ez al., 2021).
Les bronchioles permettent I'acces de l'air aux alvéoles pulmonaires (Bessaguet et al.,

2021).

1.1.2.3. Les alvéoles
» Anatomie

Les poumons des humains contiennent entre 300 a 400 millions d'alvéoles de
0,3 mm de diametre qui constituent la plus grande partie de la masse pulmonaire. Elles sont
humidifiées a ’intérieur par une mince couche d'un liquide (film liquidien) qui contribue a
son ¢lasticité, mais aussi empéche que l'alvéole ne se rétracte complétement. La paroi de
chaque alvéole est formée d'une couche de cellules tres aplaties et entourée d'un réseau tres
dense de petits vaisseaux sanguins, appelés capillaires pulmonaires. Ces alvéoles pulmonaires
Formant de minuscules sacs alvéolaires qui se gonflent d’air a I’inspiration et se vident a

I’expiration (Flandrois et al., 1976) (Figure 1.5).
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Veine pulmonaire —___
Artére pulmonaire

Bronchiole -

Bronchiole terminale

Bronchiole respiratoire

Capillaires

Alvéoles

Figure 1. 5: Schéma représentatif des alvéoles et des bronchioles pulmonaires
(Blausen gallery., 2014).
» Physiologie

Déroulement des échanges gazeux avec le sang se produit entre les millions d'alvéoles
pulmonaires et les capillaires qui les enveloppent, I'oxygene inhalé passe des alvéoles au sang
des capillaires, et le dioxyde de carbone du sang des capillaires a I'air dans les alvéoles
(Flandrois et al., 1976).

Le revétement et la membrane alvéolaires de la paroi ont pour fonction de secréter le
surfactant, substance trés tensio-active, qui se dépose en un film tenu dans 1’interphase air
alvéolaire-paroi capillaire ; c’est le film liquidien joue un réle important dans les phénomenes
mécaniques de la ventilation pulmonaire en contribuant de fagon tres importante a 1’¢lasticité
du parenchyme pulmonaire et au maintien de la béance alvéolaire. On lui reconnait un role
mécanique d’épuration, un role d’activation de I’action des macrophages, et aussi une action

bactéricide (Flandrois et al., 1976).

1.1.2.4 Les poumons
» Anatomie
Contenue dans la cage thoracique, sa face inférieure est entourée par le diaphragme. 11
ressemble a deux sacs spongieux mobiles suspendus et fixés au niveau du hile, et ils sont
entourés par la plevre (Taha., 2022).

Les lobes du poumon sont entourés par le septum élastique de la conjonctive, le

prolongement interne de la plévre viscérale (Taha., 2022) (Figure 1.6).
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lobe supérieur

lobe
inférieur

le poumon droit est le poumon gauche
divisé en 3 lobes divisé en 2 lobes

Figure 1. 6: Structure du poumon et la division des lobes (Menche., 2023).

> Physiologie

Les principales fonctions des poumons sont de transférer dans le sang l'oxygene
présent dans l'air et d'évacuer dans l'air le dioxyde de carbone présent dans le sang, grace aux
alvéoles qui absorbent 1’oxygeéne avant de I’envoyer dans le sang, qui le fait circuler dans tout
le corps et Le dioxyde de carbone, qui est un déchet des cellules du corps, passe du sang aux
alvéoles avant d’étre expiré (Menche., 2023).

Les poumons aident également a protéger le corps des substances nuisibles présentes
dans l'air, comme la fumée, la pollution, les bactéries et les virus. Ils produisent un liquide
€pais et visqueux appelé mucus qui peut retenir et partiellement détruire ces substances

provenant de 1'air (Menche., 2023).

1.1.2.4.1 La plévre
» Anatomie

La plévre est la membrane entre les poumons et la paroi thoracique. Elle se
compose de deux couches : une couche appelée plevre viscérale ou plevre pulmonaire
recouvre l'extérieur des poumons. Une couche appelée plevre pariétale recouvre la paroi
interne de la poitrine, qui est divisée en trois parties continues : la plévre costale, la plévre

diaphragmatique et la plevre médiastinale (Taha., 2022).
Les deux feuillets sont séparés I'un de l'autre par la cavité pleurale ou se trouve une
petite quantité de liquide qui lubrifie les feuilles et facilite le glissement lors des mouvements
respiratoires. La zone qui contient le liquide est appelée 1’espace pleural (Richard et al.,

2021) (Figure 1.7).
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Figure I. 7: Localisation de la plévre dans le poumon (Richard et al., 2021).

> Physiologie
La plévre protége les poumons en absorbant les chocs et en bloquant le passage de
certains virus et bactéries. S'il y a du liquide dans cette cavité, on parle de pleurésie
(épanchement pleural). S'il y a de I'air, c'est un pneumothorax (Taha., 2022).
Les deux feuillets de la plévre solidarisent les poumons et la paroi thoracique. La
plévre permet une expansion maximum des lobes pulmonaires griace au glissement des deux

feuillets, rendu possible par un film de liquide pleural lubrifiant (Taha., 2022).

1.1.3 Les organes de la mécanique respiratoire
1.1.3.1 La cage thoracique
» Anatomie
La cage thoracique est une structure ostéo-cartilagineuse, située au niveau du thorax,
qui participe notamment a la protection a des organes vitaux (Diawara et al., 2022).
Elle est formée par plusieurs éléments :
e Le sternum
e Le rachis thoracique

e[ es cotes




Chapitre | Anatomie et physiologie du Systéeme respiratoire

L

-

Les cotes commencent du rachis et sont reliées au sternum par des cartilages costaux, a
l'exception des deux derniéres cotes d'en bas c’est les cotes flottantes qui ne s'attachent pas au
sternum. Ces liaisons permettent de donner une structure en cage (Diawara et al., 2022).

Onze espaces intercostaux séparent latéralement les douze cotes. Ces espaces sont
constitués de muscles, d'artéres, de veines et de nerfs. Et la présence d’une cavité thoracique
qui contient divers organes vitaux, tels que le cceur et les poumons. Le fond de la cavité est

fermé par un diaphragme (Diawara et al., 2022) (Figure 1.8).

colonne vertébrale ou rachis
manubrium

clavicule 0w acromion
cavité glénoide < - apophyse coracoide
P \ 7 ) omoplate
cartilage costo-chondral "IN cotes

poumon \ N\ s emplacement du coeur
sternum 3 ‘
apophyse xyphoide

foie cartilage costal

pylore [ rein
rolAe estomac
duodénum (a son début)

Figure I. 8: L’anatomie de la cage thoracique (Frank et al., 2007).

» Physiologie

- Protection des organes internes; en raison de sa forme et de sa structure, la cage
thoracique protége les organes vitaux tels que le cceur et les poumons, ainsi que certains
organes abdominaux.

- La mobilité ; sa nature partiellement cartilagineuse lui confére une structure souple qui peut
suivre les mouvements de la colonne vertébrale.

-La respiration ; la structure souple de la cage et ses différentes articulations offrent une
grande libert¢é de mouvement et participent au mécanisme respiratoire. Il existe également

divers muscles respiratoires dans la poitrine (Diawara et al., 2022).




Chapitre | Anatomie et physiologie du Systéme respiratoire
-t -

~ =

Sinus paranasaux l Capillaires sanguins

Frontal j Sphénoide Tissu |
connectif

Nez sacs

Cavité nasale alvéolaires
Cornets nasaux conduit
Vestibule nasal . alvéolaire

Glande
Pharynx muqueuse

Larynx - \/ Muqueuse
Epiglotte ,
Cartilage thyroide - |\l Cavité

Cartilage cricoide - | Dooows

\4A— Esophage Artériole pulmonaire Alvéole

Veinule pulmonaire Atrium

Cordes vocales
Trachée
Caréne trachéale -

Bronche principales

Bronche segmentaire

r Poumon gauche

Lobe supérieur
" Apex pulmonaire gauche
+ Scissure oblique
Incisure cardiaque

\ . o+ Lingula

. Y 2 oGS \~
Lobe Inférieur § £ 77547 |\ 7100} Lobe inférieur

Poumon droit —
Lobe supérieur 4
Scissure horizontal 4
Scissure oblique
Lobe moyen -

Diaphragme

A}

\ Supérieures )
Inférieures
Moyenne
Bronches lobaires

Figure 1. 9: Schéma récapitulatif des organes du systeme respiratoire (Menche.,
2023).
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Aujourd'hui, les maladies respiratoires représentent 12 % des déces et les infections

respiratoires sont la premiére cause d'absentéisme chez les jeunes adultes (Ouimet., 2022).

Les maladies pulmonaires sont des maladies inflammatoires qui peuvent toucher un
grand nombre d'organes en particulier le poumon. L'atteinte pulmonaire est le plus souvent
sous-estimée ; alors qu'elle constitue un facteur de mauvais pronostic. Ces maladies peuvent
étre causées par une variété de facteurs tels que la pollution de l'air, le tabagisme, les
infections respiratoires, les allergies et I'exposition a des substances toxiques. Elles peuvent
¢galement avoir des effets graves sur la qualité de vie des patients, notamment en limitant leur
capacité a effectuer des activités quotidiennes et en provoquant des douleurs et des inconforts
(Kouasssi et al., 2016).

Ces maladies qui touchent les voies respiratoires peuvent étre de plusieurs origines ;
soit des infections virales ou des infections due a des bactéries ou bien physiologiques.

La pneumologie désigne la spécialité médicale qui traite les maladies des poumons

ainsi que les maladies respiratoires (Quimet., 2022).

I1.1 Les maladies respiratoires d’origine bactérienne

I1.1.1 La pneumonie bactérienne

Le terme « pneumonie » correspond aux pneumopathies d’origine infectieuse, qui peut
étre causée par des agents infectieux comme les bactéries et les plus courants sont
Streptococcus pneumoniae, (Mais elle peut étre causée aussi par des virus et des
champignons).

La pneumonie est la forme la plus grave des infections aigués des voies respiratoire
inferieures, I’infection bactérienne résulte de la premicre pénétration de pathogene qui sont
des bactéries extracellulaires comme Streptococcus pneumoniae, Haemopphilus influenzae,
Staphylococcus aureus et des bacilles intracellulaires comme Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila, Clamydia pneumoniae et pseudomonas aeroginosa. La colonisation
de ces bactéries diminue 1’absorption d’oxygene et géne la respiration. Les bactéries sont la
cause la plus fréquente de pneumonie chez les adultes (Kouira et al., 2020).

La pneumonie bactérienne affecte souvent un seul lobe du poumon et la condition
appelée pneumonie lobaire.

Chez les patients hospitalisés ou qui ont une ventilation assistée ou qui ont été intubés pour
une intervention chirurgicale sont particulierement a risque de développer une pneumonie

nosocomiale, car les tubes peuvent servir de voie d'entrée pour les bactéries. Les patients

13
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ayant un systéme immunitaire affaibli, tels que les personnes agées ou les patients atteints de
maladies chroniques( I'asthme de l'adulte, la bronchopneumopathie chronique obstructive
« BPCO » , la mucoviscidose, etc.), sont également plus a risque accru de pneumonie et elle
est souvent causée par des bactéries résistantes aux antibiotiques, qui peuvent se propager
facilement dans les environnements hospitaliers tels que pseudomonas aeroginosa (Haddadi
etal., 2013).

En dehors d'une hospitalisation ou dans les 48 heures suivant une entrée a I'hopital ou
en clinique on parle d’une pneumonie aigué communautaire.

La pneumonie bactérienne peut &tre contractée par une personne en inhalant des
gouttelettes respiratoires contaminées, en touchant une surface contaminée et en touchant
ensuite son visage, ou en étant exposée a une personne infectée.

Lorsque les bactéries pénétrent dans les alvéoles pulmonaires, elles provoquent une
inflammation. Ces alvéoles se remplissent de pus et de liquide, provoquant ainsi des
symptdmes de pneumonie (Berdyev et al., 2011).

Les symptdmes de la pneumonie bactérienne peuvent varier d'une personne a l'autre, et voici
quelques symptomes courants : (Berkane., 2020).

e Fievre ¢levée (généralement supérieure a 38°C).

e Frissons et sueurs nocturnes.

Toux seche ou productive, avec expectoration de mucus €pais et verdatre ou jaunatre.

Essoufflement ou difficulté a respirer.

Douleur thoracique, qui peut étre ressentie comme une douleur vive ou une sensation

de pression.

Fatigue générale et faiblesse.

Perte d'appétit et perte de poids.

11.1.2 La bronchite bactérienne

La bronchite bactérienne est une inflammation des bronches, qui sont les conduits d'air

qui ménent aux poumons elle est due a une infection bactérienne qui survient majoritairement

dans trois circonstances :
Les bactéries les plus couramment impliquées dans la bronchite bactérienne sont

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis (Demoré.,

2018).
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Cette bronchite peut se transmettre de plusieurs fagons, notamment par contact direct
avec une personne infectée, contact avec des objets contaminés car les bactéries responsables
de la bronchite bactérienne peuvent survivre sur des surfaces telles que des poignées de porte
ou des téléphones portables et inhalation d'air contaminé car ces bactéries peuvent également

étre présentes dans 'air (Demoré., 2018).

11.1.3 La pleurésie

Les personnes atteintes de ces infections respiratoires telles que la pneumonie, la
tuberculose, la grippe, la bronchite peuvent développer une pleurésie, comme elle peut étre
provoquer par d’autres facteurs telles que les blessures thoraciques , affections pulmonaires
sous-jacentes telles que I'emphyséme, la fibrose pulmonaire, le cancer du poumon ou la
maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC), maladies auto-immunes, maladies
systémiques, telles que l'insuffisance rénale, l'insuffisance cardiaque congestive et
l'insuffisance hépatique ,chirurgie thoracique.

Elle se définit comme étant une inflammation aigue ou chronique de la plévre (la
membrane qui recouvre les poumons et tapisse l'intérieur de la cage thoracique), qui se traduit
par la présence d’une quantité anormale de liquide dans la cavité pleurale, appelée aussi
épanchement pleural (Baculard., 1999).

11 existe plusieurs formes de pleurésies :
e La pleurésie purulente, ¢galement appelée empyeme pleural.
e La pleurésie chronique, quant a elle, est une forme de pleurésie qui persiste pendant

plusieurs mois ou plus (Ferre et al., 2011).

Les symptomes de la pleurésie peuvent varier en fonction de la gravité¢ de

l'inflammation et de la cause sous-jacente de la maladie (La charité., 2018) (Figure 11.1)

Air ou Lquide
dans la cavite

Figure Il. 1: Représentation schématique d'un épanchement pleural (Charline.,
2018).
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1.2 Les maladies respiratoires d’origine virale

Les infections virales affectent souvent les voies respiratoires supérieures ou
inférieures. Les infections respiratoires peuvent étre classées selon le virus causal (la grippe),
mais plus souvent selon le syndrome clinique (rhume, bronchiolite, zona, pneumonie).
Certains agents pathogeénes provoquent des manifestations cliniques caractéristiques (Le
rhinovirus, qui cause habituellement le thume, ou le virus respiratoire syncytial [VRS], qui

cause habituellement la bronchiolite (Mcintosh et al., 2019).

1.3 Les affections a Pseudomonas aeruginosa

Le genre Pseudomonas est le genre type de la famille des Pseudomonaceae comprend
une soixantaine d’espéces pouvant répondre a la définition suivante : bacille a gram négatif,
aérobie strict, non exigeant ; facilement cultivable, mobile par ciliature polaire, présentant une
réaction a I’oxydase positif, incapable de fermenter le glucose, pouvant produire des pigments
(Weihui et al., 2015).

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie omniprésente dans I'environnement qui
provoque des infections humaines opportunistes. Un grand nombre de voies métaboliques et
de genes régulateurs rendent cette bactérie hautement adaptative a diverses conditions de
croissance. Sa polyvalence nutritionnelle, son grand nombre de facteurs de virulence et sa
résistance élevée aux antibiotiques rendent cette bactérie extrémement difficile a éradiquer
des individus infectés. Et lui permettant de s’adapter a des environnements hostiles (Gellen

dautremer., 2010).

11.3.1 Taxonomie

Tableau Il. 1: Taxonomie de la bactérie Pseudomonas aeruginosa (Ramos, J. L.
2011).

Régne Bacteria
Division Pseudomonadota
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonaceae
Genre Pseudomonas
Espece

Pseudomonas aeruginosa
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11.3.2 Habitat

Pseudomonas aeruginosa est une espeéce bactérienne ubiquitaire, comme toutes les
especes du genre Pseudomonas ou apparenté. Ces bactéries ont des exigences nutritives peu
importantes et sont capables de survivre dans 1’environnement (eaux, surface, air, aliments et
sur les végétaux) et particuliecrement en milieu humide (Gellen dautremer., 2010).

En milieu hospitalier Pseudomonas aeruginosa peut ¢étre rencontré dans
I’environnement proche du malade (peut contaminer des solutés pour perfusion, des solutions
antiseptiques, des préparations médicamenteuses liquides). Cette bactérie peut faire partie de
la flore transitoire de ’homme : flore digestive, cutanée, pharyngée ; il est montré que le

portage augmente avec la durée d’hospitalisation (Archambaud et al., 2008).

11.3.3 Caracteres bactériologiques
I1.3.3.1 Caractéres morphologiques

Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif, fin de 1,5 & 3 pm de long sur
0,5 2 0,8 um de large. Il est dépourvu de spores et de capsules et il est mobile par une ciliature
polaire, Au contraste de phase, le déplacement des bacilles s’effectue plutdt en ligne droite

(Darghout et al. 2016).

11.3.3.2 Caractéres culturaux

Le bacille pyocyanique est une bactérie aux besoins trés limités. Croissant sur des

milieux synthétiques simples, elle pousse facilement en 24 heures a 37°C. Elle peut croitre

entre 5 et 42°C avec un optimum de 37°C. Par contre, elle supporte de moindres variations de
pH (6.5 a 7.5) avec un pH optimal de 7.2.

Les colonies poussent en 24 heures et sont plates, a bord irrégulier prenant un aspect
irisé métallique avec le temps. Un pigment vert brillant diffusible caractérise cette espece.

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie aérobie stricte mais capable d’utiliser les
nitrates en conditions anaérobies. Elle est caractérisée par une odeur florale (odeur de
seringa). Un milieu sélectif a base cétrimide (ammonium quaternaire) permet la recherche et
I’isolement de Pseudomonas aeruginosa a partir de produits biologiques (selles, urines, pus,
liquide céphalo-rachidien...) ou sur géloses de Drigalski, SS, Mac Conkey ou EMB
(Darghout et al. 2016).

Sur Muller-Hinton, la production de fluorescéine (pigment coloré diffusible de

couleur verte) par la bactérie est observable. Sur Cetrimide, la production de
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la pyocyanine (pigment coloré diffusible de couleur bleu) par la bactérie peut &tre vue
(Archambaud et al., 2008).
Trois types de colonies peuvent étre observés simultanément ou de maniere isolée sur
milieux solides :
e Colonies larges “’la”” de 2 a 3 mm de diamétre a bord irrégulier rageuses, une partie
centrale bombée présentant des reflets métalliques (Figure I1. 2).
Colonies plus petites lisses “’S” petites mates, bombées a bord régulier (Figure 11.2).
Colonies muqueuses “’M” bombées coalescentes, filantes rencontrées chez les
souches produisant un slime composé d’un polymere d’alginate, souvent dans les

infections pulmonaires (mucoviscidose) (Darghout ez al. 2016) (Figure 1. 2).

B

Figure Il. 2: Aspect des colonies de Pseudomonas aeruginosa (A : Larges. B : Small. C :
Mugueuses (Solbi., 2013).

I1.3.3.3 Caractéres biochimiques

La bactérie Pseudomonas aeruginosa est de type respiratoire aérobie stricte, possede
un métabolisme oxydatif des sucres appréciable sur milieu MEVAG (milieu pour 1’étude de la
voie d’attaque des glucides) et une arginine-déshydrogénase et elle utilise 1'ion citrate comme

seule source de carbone (Memdouh et al., 2018) (Tableau 11.2).
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Tableau I1. 2: Caracteéristiques biochimiques de I'espece Pseudomonas aeruginosa.
(Ramos, J. L. 2011).

Caracteéres biochimique Pseudomonas aeruginosa

Oxydase +

Nitrate réductase

Glucose

H2S

Mannitol

Gélatinase

ADH

Uréase
Indole
TDA

Catalase

Pigments

Pseudomonas aeruginosa produit deux types de pigments (fluorescent ou non) qui
servent a son identification. Ils sont mis en évidence dans le milieu de King B et King A ;
= Pyoverdine : pigment jaune-vert fluorescent, soluble dans 1’eau, insoluble dans le
chloroforme.
Pyocyanine (phénazinique) : pigment bleu-vert non fluorescent soluble dans I'eau et

le chloroforme. Cette espece est la seule a le produire (Darghout ez al. 2016).

11.3.4 Facteurs de virulence

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne opportuniste qui possede

plusieurs facteurs de virulence qui lui permettent de coloniser et d'infecter les tissus de I'hdte

(Figure 11. 3).
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Figure I1. 3: Représentation genérale des facteurs de virulence de Pseudomonas
aeruginosa (Hauser et al., 2011).
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Les facteurs de virulence jouent un role déterminant dans la pathogenése des
infections dues a Pseudomonas aeruginosa et dans la résistance aux traitements antibiotiques.
Ils sont également des cibles potentielles pour le développement de nouveaux traitements.

(Biquand., 2017) (Tableau 11.3).

Tableau I1. 3: Principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa : leurs modes
d’action et leurs conséquences cliniques (Khalifa et al., 2011).

Facteur de
virulence
Lipopolysaccharide
(LPS)

mécanisme de virulence

-Stimulation de la paroi de la
production de cytokines.

Effet pathogéne induit

-Choc

Pili

-Adhésion aux cellules
¢épithéliales respiratoire.

-Pathogénicité respiratoire.

Flagelle

-Adhésion aux mucines.
-Mobilité : role dans
I’internalisation.

-Diffusion bactérienne.

Alginate

-Provoque le phénotype
muqueux.

-Adhésion aux cellules
trachéales.

-Inhibition de la phagocytose, de
I’action des antibiotiques et de la
réponse immunitaire.

-Pathogénicité respiratoire.
-Résistance aux défenses de 1’hote
(phagocytose) et aux antibiotiques.
-Responsable du caractére mucoide
des souches.

Exotoxine A

-Inhibition des synthéses
protéiques des cellules cibles.

-Mort cellulaire : nécrose tissulaire.
-r0le important dans la virulence.

Exo enzyme S

-Effet cytotoxique.
-Prolifération des LT.

-Nécrose tissulaire.
-Entraine des 1ésions du
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glycopeptide, de la vimentine et des
IgG et IgA.

Exo enzyme U

-Role anti-phagocytaire.

-Lésions des cellules épithéliales.
- Responsable de bactériémie voire
de choc septique.

Rhamnolipides

-Effet détergent

-Hydrolyse du surfactant.

Elastases(LasA+La
sB)

-Dégradation de 1’¢lastine, de la
fibrine, de I’interféron, du
complément et du collagene.

-Destruction des tissus contenant de
I’élastine.
-Role important dans la virulence.

Protéase alcaline

Protéolyse

-Role dans les infections
cornéennes.

Pyocyanine +
pyoverdine

-Action bactéricide sur les autres
bactéries.

-Augmentation de la libération
d’élastase

-Inhibition des battements des
cils.

-Captage du fer.

-Induisent la synthése de
radicaux libres.

-Favorise I’émergence du bacille
pyocyanique.

-Diminution de la clairance des
bacilles.

-Role dans la survenue de
vascularite d’arteéres pulmonaire.

Lectines solubles

-Inhibition des battements
ciliaires des cellules
pulmonaires

-Pathogénicité respiratoire.
-Role dans I’infection chronique.

Phospholipase C

-Effet cytolytique local.

-Lyse des cellules cibles (atélectasie
pulmonaire)

-Role dans I’infection aigue et
chronique.

11.3.5 Le diagnostic clinique

Pseudomonas aeruginosa peut provoquer des infections chez les personnes ayant un

systtme immunitaire affaibli, telles que les patients atteints de fibrose kystique, les patients

immunodéprimés ou les patients hospitalisés. Ces infections respiratoires peuvent se

manifester sous différentes formes, notamment la pneumonie, la bronchite, la trachéite ou la

bronchiolite (Qin et al., 2022).

Les symptomes des infections respiratoires a Pseudomonas aeruginosa peuvent varier

en fonction de la gravité de l'infection et de la partie du systéme respiratoire touchée. Les

symptdmes courants comprennent une toux persistante de longue période, une production de

crachats ou d’un épanchement pleural, douleur thoracique (serrement ou brilure dans la

poitrine), une difficulté a respirer (essoufflement), de la fievre et une fatigue générale et

excessive (Biquand., 2017).




Chapitre 11 Les affections respiratoires a pseudomonas aeruginosa

- .

- —

Il convient de noter que les symptomes peuvent varier d'une personne a une autre et
que d'autres complications peuvent survenir en fonction de I'état de santé général de la

personne et de la gravité de l'infection (Qin et al., 2022).

11.3.6 Le diagnostic de laboratoire
I1.3.6.1 Le prélevement

Les résultats des examens bactériologiques dépendent fortement des conditions
d'échantillonnage et de transport.

Ces prélevements sont soit de consistance liquide (liquides d’épanchement, crachats)
soit de consistance solide (drain), qui sont réalisées au niveau du service hospitalier du patient

et sont acheminées aseptiquement vers le service de microbiologie (Denis., 2007).

11.3.6.2 Isolement

L’isolement des souches de Pseudomonas aeruginosa, est obtenu par culture sur
milieux sélectifs, ces milieux sont soit des milieux liquides soit des milieux solides (Dey et
al., 2017).

Pour les milieux liquides, on utilise souvent des milieux d’enrichissement tels que : le
bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth) qui contient des nutriments nécessaires pour la
croissance de la bactérie (Dey et al., 2017).

Pour les milieux solides on utilise ; Hektoen - Gélose au sang — gélose au sang frais,
qui permettent la détection et 1’isolement des bactéries par des techniques particulieres

d’ensemencement (Dey et al., 2017).

I1.3.6.3 Identification
L’identification de pseudomonas aeruginosa peut étre réalisée par une combinaison

des tests biochimiques, tests sérologiques et des tests de biologie moléculaire.

I1.3.6.3.1 Tests biochimiques

En microbiologie, les tests biochimiques sont des méthodes utilisées pour identifier et
caractériser les micro-organismes, tels que les bactéries, en se basant sur leur caracteristique
biochimique. Ces tests permettent de déterminer les propriétés métaboliques des micro-
organismes, leur capacité a utiliser certaines substances comme source de nutriments, et

d'établir leur profil biochimique distinctif. Tels que les tests enzymatiques, les tests de

fermentation, les tests d'oxydation/réduction, les tests de dégradation de substrats spécifiques,

les tests de production de gaz, et d'autres réactions biochimiques clés (Forbes et al., 2007).

22
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Différentes méthodes et systémes de tests biochimiques sont disponibles, tels que les
systemes API (Analytical Profile Index) :

La galerie APl 20 E contient 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés qui
permettent 1’identification d’une centaine de bacilles a Gram négatif dont les Entérobactéries.
Par contre I’API 20 NE, est un systéme standardis¢ pour 1’identification des bacilles a Gram
négatif non entérobactéries et non fastidieux (ex. Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.) combinant 8 tests conventionnels, 12

tests d'assimilation, et une base de données (Towner et al., 1987).

11.3.6.3.2 Autres tests d’identification

Tableau I1. 4: Les examens d’identification bactérienne et leurs principes (Zouikri
et al., 2012).

Types de Technique Principe
I’examen
L’agglutination Elle consiste a mélanger des anticorps spécifiques
dirigés contre les antigenes de pseudomonas
aeruginosa avec une suspension de la bactérie. Si les
anticorps se lient aux antigenes de la bactérie, les
cellules bactériennes s’agglutinent.
L’immunofluorescenc  Elle utilise des anticorps marqués par une substance
Examen e fluorescente et ses anticorps se lient aux antigénes de
sérologique la bactérie et la fluorescence est détectée a 1’aide d’un
microscope a fluorescence.
L’ELISA (enzyme-  Elle utilise des anticorps spécifiques liés a une
linked immunosorbent enzyme, ses anticorps se lient aux antigenes
assay). bactériens et I’enzyme est utilisée pour détecter la
présence de la bactérie.
PCR (polymerase Elle permet d’amplifier ’ADN de la bactérie a partir
chain reaction ) d’un échantillon et détecter des séquences d’ADN
propre a cette bactérie.

Séquencage de ’ADN Elle permet de déterminer la séquence d’ADN
Examen  de complete de la bactérie.
biologie Hybridation Elle utilise une sonde d’ADN spécifique qui se lie
moléculaire moléculaire spécifiquement a des séquences d’ADN propres a
pseudomonas aeruginosa et permet sa détection.
RFLP (restriction Elle utilise des enzymes de restriction qui coupent
fragment length I’ADN a des endroits spécifiques, produisant des
polymorphism) fragments d’ADN de différentes tailles. Les
différences dans les tailles des fragments d’ADN
permettent de différencier les souches pseudomonas
aeruginosa .
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11.3.6.4 L’antibiogramme

L'antibiogramme est un test in vitro qui sert a orienter le schéma thérapeutique, a
étudier la resistance et la sensibilité de la bactérie aux ATB et a faciliter la surveillance
épidémiologique de la résistance. Il est réalisé par la méthode conventionnelle de diffusion

des disques en milieu gélosé. (Milieu de Mueller-Hinton) (Towner., 2019).

11.3.7 Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

11.3.7.1 Définition
La résistance antimicrobienne est définie comme la capacit¢ acquise des micro-
organismes a résister aux effets inhibiteurs des antibiotiques auxquels les espéces sont

généralement sensibles (Qin ef al., 2022).

I1.3.7.2 Types de résistance

On distingue deux types de résistance aux antibiotiques :
I1.3.7.2.1 Résistance innée

C'est une résistance programmée dans le génome Bactérien, c'est a dire fixe et
constante au sein du taxon.

Pseudomonas aeruginosa posséde une résistance naturelle a un trés grand nombre
d’antibiotiques tel que les pénicillines des groupes V G M et A(amoxicilline), a la plupart des
céphalosporines de premiere et de seconde génération, ainsi qu’une grande partie de
céphalosporines de troisieme génération (céfotaxime), les phénicolés, les tétracyclines, le
cotrimoxazole, les macrolides, les glycopeptides, les imidazolés, les lincosamides et la
kanamycine (Biquand., 2017).

Cette resistance est due a la présence des genes de résistance chromosomiques tels que :

» Le geéne Ampc qui code pour une céphalosporinase, son expression induite et
réversible confere une résistance a 1'ensemble des pénicillines et des céphalosporines
anti- Pseudomonas, et a I’aztréonam (Barbier et al., 2010).

Les genes qui codent pour des systemes d’efflux actif (chez pseudomonas aeruginosa
on a 12 genes de la famille RND qui sont capable de produire des systemes d’efflux
actif) et parmi ces systémes on cite la pompe constitutive MexAB-OprM et MexXY -
OprM (systeme de résistance inné et sont capables d’effluer une trés large gamme

d’antibiotiques) (Margaux., 2022).
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I1.3.7.2.2 Résistance acquise

On parle de résistance acquise lorsqu’une ou plusieurs souches d’une espece
bactérienne naturellement sensible a un antibiotique y deviennent résistantes. Elle résulte des
mutations spontanées ou de 1’acquisition de nouveau matériel génétique par un autre
microorganisme. Elle est présente seulement dans certaines souches. Elle constitue un
marqueur épidémiologique (Sardi., 2021).

Parmi les génes de résistance acquise on site les génes IMP et VIM qui sont acquises
a partir d’un transfert de matériel génétique entre bactéries et plus fréquemment entre BGN
(entérobactéries, Acinetobacter sp, Pseudomonas sp) .Ces types de transferts sont multiples et
reposent sur des éléments génétiques : plasmides et transposons mais également des intégrons

et c’est le cas de ces deux genes car elles se trouvent principalement dans un intégron de

classe I, caractérisé par un gene d'intégrase intll associé a un transposase tnpA (Sardi., 2021).

I1.3.7.3 Mécanismes de résistance aux antibiotiques

e Inactivation enzymatique : Ces enzymes, produites par les bactéries, inactivent
l'antibiotique en le modifiant ou en I'hydrolysant. Leurs substrats sont les
bétalactamines, les aminosides, le chloramphénicol ou les antibiotiques de la famille
des macrolides-lincosamides-streptogramines (MLS) (Léon et al., 1990) (Tableau
[1.5).
Diminution de la perméabilité : Ce mécanisme n'affecte que les "Gram négatifs", car
la barriére constituée par le lipopolysaccharide (LPS) de la membrane externe
s'oppose a la pénétration des antibiotiques mais des porines, permettent le passage de
molécules hydrophiles comme les pénicillines a large spectre, les céphalosporines, les
aminosides, les phénicolés ou les tétracyclines. Des mutations entrainant des
modifications quantitatives ou qualitatives de ces porines sont responsables de
résistances acquises souvent croisées a plusieurs familles d'antibiotiques (Léon et al.,
1990) (Tableau I1.5).
Mécanisme d’efflux actif : Le mécanisme d'efflux actif est une stratégie de défense
que les bactéries utilisent pour éliminer les antibiotiques du cytoplasme avant qu'ils
ne puissent atteindre leur cible intracellulaire, réduisant ainsi leur concentration a
l'intérieur de la bactérie et évitant ainsi les effets toxiques des antibiotiques

(Diagne., 2021) (Tableau II. 5).




Chapitre 11 Les affections respiratoires a pseudomonas aeruginosa

L ol .

- —

e Modification de la cible : chaque antibiotique a une cible spécifique dans la bactérie,
mais chez les bactéries résistantes cette cible va étre modifi€é ce qui empéche
l'antibiotique de se lier et de tuer la bactérie.

Dans le cas de Pseudomonas aeruginosa, la modification de la cible est provoquée par des

mutations génétiques qui altérent la structure, ou l'expression de geénes qui produisent ces

cibles tels que les enzymes de la paroi cellulaire et les protéines ribosomales (Martin., 2021)

(Tableau.ll1.5).

Tableau I1. 5: Mécanismes de résistance de Pseudomonas aeruginosa envers
plusieurs antibiotiques (Berry., 2019) (Qin et al., 2022).

Mécanismes  Antibiotiques Exemples
de
résistance
B-lactamines  -Certains plasmides acquis par transfert horizontal
permettent aussi la synthese de nouvelles B-lactamases
Inactivation Céphalosporines  _production d’une B-lactamase inductible a spectre large
enzymatiqu , (ampC) qui entraine une augmentation significative de la
Aztréonam - z . ; ;
e résistance aux céphalosporines. Et d’une B-lactamase a
Penicilline spectre restreint (OXA-50)
-L’ampC peut étre surproduite suite a une mutation du
régulateur transcriptionnel AmpR
-Production des B-lactamases a spectre étendu (BLSE)
(mécanisme le plus important en termes de lutte contre les
antibiotiques)
-L’APH (I'aminoglycoside phosphotransférase) peut
inactiver la streptomycine en transférant le groupe
phosphate au groupe 3'-hydroxyle des aminoglycosides.
-L’AAC (I'aminoglycoside acétyltransférase) peut
provoquer une résistance a la gentamicine en transférant le
groupe acétyle au groupe amino aux positions 3 'et 6' de
'aminoglycoside.
-L’ANT (I'aminoglycoside nucléotide transférase) confere
a P. aeruginosa une résistance a I'amikacine en transférant
des groupes adénosine aux groupes amino ou hydroxyle
de ces aminoglycosides.
Aminosides -Production d’une enzyme modificatrice des aminosides
(APH(3)-1Ib)
Carbapénémes -Membrane externe peu perméable aux petites molécules
-Mutation du géne OprD qui permettent d’inhiber la
Diminution synthése de la porine connue pour étre le canal d’entrée
dela S favori des carbapénémes
perméabilité . -Réduction de la quantité ou changement de structures des
Céphalosporines porines
de 3eme -La protéine H de la membrane externe (OprH) de P.
aeruginosa améliore la stabilité de la membrane externe

Fluoroquinolone
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génération par une interaction directe avec le LPS pour réguler la
résistance aux antibiotiques.

B-lactamines  -Production constitutive d’un systéme d’efflux actif
Quinolones dénommé (MexAB-OprM / MexXY-OprM)
Efflux actif Tétracyclines  -Surexpression des génes codant pour les pompes a efflux
Chloramphénico ~par exemple, la souche de référence PA7 reflue les
Is aminoglycosides et les fluoroquinolones grace a la
Sulfamides surproduction de la pompe a efflux MexEF-OprN,
Aminoglycoside ~résultant de la mutation d’un acide amin¢ du régulateur
S MexS.

Céphalosporines

-La régulation a la hausse de MexCD-Opt] est étroitement
associée a une résistance accrue de la plupart des souches
cliniques a la ciprofloxacine, au céfépime et au
chloramphénicol.
fluoroquinolone = -Mutations chromosomiques des genes codant pour les
s gyrases GYR A et GYR B ou les tropoisomérases IV ParC
et ParE qui induit la resistance aux fluoroquinolones
B- lactamines  -Mutations dans les génes chromosomiques qui codent
Modificatio pour des PLPs nouvelles. Ces mutations peuvent aboutir a
n de la cible des altérations quantitatives et qualitatives des PLPs, avec
diminution d’affinité pour les béta lactamines.
Tétracyclines et = -Mutation dans la cible de I’antibiotiques ribosomale
les
aminoglycosides

Pendant ce temps, l'infection & Pseudomonas aeruginosa peut également faire face a
un traitement antibiotique en formant des cellules persistantes, empéchant ainsi la synthése de
cibles antibiotiques. Les molécules persistantes peuvent maintenir la vitalité et remplir les
biofilms (Qin et al., 2022), donc les bactéries persistantes jouent également un role important
dans les phénomenes de résistance aux antibiotiques et de persistance des infections
chroniques. Il s’agit d’une sous-population de bactéries transitoirement quiescentes qui ne
sont pas affectées par les antibiotiques et qui sont capables d’engendrer une nouvelle

population dés lors que le stress antimicrobien est levé. Des bactéries persistantes

Pseudomonas aeruginosa sont par exemple responsables des infections pulmonaires

chroniques a répétition chez les patients atteints de mucoviscidose (Berry., 2019).

Face aux divers stimuli environnementaux, les bactéries obtiennent une résistance
adaptative pour augmenter la résistance aux antibiotiques par des changements transitoires
dans I'expression des genes et des protéines par un éventail d'approches. Chez Pseudomonas

aeruginosa, la formation de biofilms est la stratégie la plus typique pour acquérir une
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résistance adaptative aux antibiotiques (Qin et al., 2022). La capacit¢ des bactéries

Pseudomonas pour former un biofilm sont également un mécanisme important avec lequel

elles peuvent augmenter la résistance aux antibiotiques, la pathogénicité et résister aux

défenses de I'hote (Wilson et al., 2022).
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I11.1 Matériels et Méthodes
I11.1.1 Problématique

Sur le plan cliniqgue Pseudomonas aeruginosa est un germe pathogene qui peut
provoquer une variété d’infections, notamment des infections respiratoires (Weihui et al.,
2015).

C’est pour cela nous avons réalisé une étude prospective de la place du Pseudomonas
aeruginosa dans les infections pleuropulmonaires au niveau du laboratoire de microbiologie
du CHU Sidi Belloua.

Divers prélevements ont été réalisés au service de pneumologie tels que les crachats et
les liquides pleuraux provenant des patients hospitalisés ou bien externes, ces échantillons
sont ensuite acheminés au service de laboratoire de microbiologie, afin d’identifier les
souches responsables de ces infections en se référant aux caractéres culturaux, biochimiques

et les tests de sensibilité aux antibiotiques pour évaluer la résistance de notre souche.

111.1.2 Matériels et méthodes
Il s’agit d’une étude prospective portant sur 1’identification phénotypique des souches
pseudomonas aeruginosa, en plus de cette approche phénotypique nous avons fait le recueil

de données des patients hospitalisés ou traités en externe.

I11.1.2.1 Zone d’étude
Ce stage a duré deux mois (13 novembre au 13 avril 2023). 1l a été realisé au niveau
du laboratoire de microbiologie a I’hdpital CHU Sidi Belloua de Tizi Ouzou.

L'hépital Sidi Belloua est une structure sanitaire d'Algérie située au nord de la ville

de Tizi Ouzou pres de Sidi Belloua et Redjaouna, en Grande Kabylie. 1l dépend du centre

hospitalo-universitaire de Tizi Ouzou et releve de la Direction de la Santé et de la Population

de la wilaya de Tizi Ouzou, comme I'n6pital Nedir Mohamed (Figure 111.1. 1).

UNITE SIDI BELLOUA

Figure 111.1. 1: Hopital Sidi Belloua de Tizi-Ouzou.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Tizi_Ouzou
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I11.1.2.2 Collecte des données (Fiche d’enquéte)

Nous avons réalis¢ une fiche d’enquéte qui consiste en I’extraction des résultats
enregistrés dans les registres d’archives du laboratoire de microbiologie depuis le 13
novembre au 13 avril 2023. Cette fiche comporte ; le numéro d’identification du patient, le
nom du patient, la date d’isolement, la nature du prélévement, service d’hospitalisation, le

germe identifié et les antibiotiques testés avec leur profil de sensibilité (S, I, R).

I11.1.2.3 Les prélévements

Les préléevements étaient deposes dans une zone dediée afin de les enregistrer dans le
registre d’accueil et les étiqueter a 1’aide d’une étiquette sur laquelle sont mentionnées les
informations nécessaires a leurs identifications.

Cette opération de tri et d’enregistrement est une €tape essentielle qui nécessite un
environnement calme pour éviter toute erreur d’étiquetage.

A. Méthodes

A.1 Prélévement d’expectoration (crachat)

Le prélevement doit se faire en dehors de toute antibiothérapie de préférence le matin
au réveil aprés brossage des dents et ringage de la bouche a I’eau minérale (éliminer le
maximum de salive), il doit étre obtenu grace a un effort de toux profond ramenant des
sécrétions bronchiques qui vont étre collectées dans un pot stérile. Il ne doit étre ouvert qu’au
moment du prélevement pas avant (Delavo et al., 1973).

Plusieurs techniques de recueil des sécrétions bronchiques peuvent étre utilisées :
> L'expectoration spontanée : aprés un lavage de dents et des gargarismes avec de I'eau
stérile ou un agent antiseptique pour éliminer au maximum la salive.

L'expectoration provoquée : Une solution salée est nébulisée pour induire

I'expectoration des sécrétions bronchiques.

La Kkinésithérapie de drainage fait appel aux techniques de kinésithérapie

respiratoire pour recueillir des expectorations de meilleure qualité.
Les prélevements protégés des sécrétions broncho-pulmonaires impliquent des
techniques plus invasives :

o Le brossage bronchique protégé (BBP).

o Le lavage broncho-alvéolaire (LBA).

o L'aspiration endo-trachéale (AET).



https://bronchite.ooreka.fr/comprendre/examen-cytobacteriologique-des-crachats-ecbc
https://bronchite.ooreka.fr/comprendre/examen-cytobacteriologique-des-crachats-ecbc
https://bronchite.ooreka.fr/comprendre/lavage-broncho-alveolaire
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A.2 Ponction pleural (épanchement pleural)
La ponction pleurale est indiquée lorsqu’il existe un épanchement anormal de liquide
dans la cavité pleurale, consiste a introduire une aiguille au niveau des poumons, dans

I’espace pleural, et a y prélever un échantillon de liquide (Cécile., 2021).

A.3 Drain thoracique

Le drainage thoracique est un acte médical qui est réalisé apres intervention
chirurgicale avant fermeture de 1’incision du malade. Il consiste a l'introduction d'un drain de
Redon (de calibre variable) dans I'espace pleural, pour évacuer un épanchement aérien ou
liquidien pour ramener la surface du poumon a la paroi thoracique, a ’aide d’un systéme

d’aspiration par pression négative (Delavo et al., 1973).

> Transport des prélévements

Le prélevement de crachat doit étre acheminé immédiatement au laboratoire pour
éviter la prolifération des bactéries commensales et la mort des bactéries pathogenes fragiles.
Si le prélevement a lieu a domicile, il est impératif qu’il soit conservé et transporté a
température ambiante (Cécile., 2021).

La seringue utilisée pour le prélevement du liquide pleural est directement bouchée,
apres avoir retiré D’aiguille et apreés avoir purgé l’air de cette derniére (pour ne pas
compromettre la culture). Le prélevement doit étre acheminé rapidement (<30 min.) au
laboratoire. Si I'acheminement doit étre postposé (max. 2h) (Delavo et al., 1973).

Pour le drain thoracique, apres avoir désinfecté le site d’insertion, le retirer, puis

couper son extrémité distale avec des ciseaux stériles et le placer dans un pot stérile.

L’acheminement au laboratoire doit se faire dans I’heure qui suit le prélévement (Delavo et

al., 1973).

I11.1.2.4 Au laboratoire
111.1.2.4.1 Matériels utilisés

Pour la réalisation de cette étude, nous avons utilisé plusieurs matériels, milieux
(annexe 04) et réactifs qui permettent d’analyser, isoler et réaliser I’antibiogramme afin

d’identifier notre germe (Voir annexe 01, annexe 02, annexe 03) (Figure 111.1.2).
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Figure I11.1. 2 : Materiels utilisés au laboratoire.

111.1.2.4.2 Techniques d’analyse
111.1.2.4.2.1 Aspect macroscopique

L’examen macroscopique représente la premiere étape de I’analyse microbiologique

qui permet de noter les principaux caracteres des prélévements :

Liquide pleural :

Figure 111.1. 3 : Aspect Figure 111.1.4 : Aspect purulent
hémorragique. et rosé.

Figure 111.1.5 : Aspect jaune clair.
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Figure 111.1.6 : Aspect salivaire. Figure 111.1.7 : Aspect visqueux et purulent.

-y

Figure 111.1.9 : Aspect

Figure 111.1.8 : Aspect Muqueux. .
fluide et purulent.

Figure 111.1.10 : Aspect citrin. Figure 111.1.11 : Aspect hématique.
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111.1.2.4.2.2 Etude microscopique
L’examen microscopique en bactériologie peut étre effectu¢ en deux phases : sans
coloration de I’échantillon par observation directe entre lame et lamelle ou bien apres

coloration de 1’échantillon.

A. Etude de la cytologie, L’examen a I’état frais
Le but de cette étape est de déterminer la forme des bactéries ainsi que leur mobilité,
leur morphologie et éventuellement la présence de levures, de cristaux ou de cellules
sanguines.
L’¢étude de la cytologie se fait sur un hématiméetre de Malassez qui permet de compter

le nombre de cellules de 1’inflammation dans un prélévement pathologique. Cette étude est

réalisée sur le liquide pleural. Elle est qualitative et quantitative (Figure 111.1. 2). (Etape de la

technique “voir annexe 04°)

Eléments
(leucocytes)

Figure 111.1.12 : Réalisation d'un état frais du liquide pleural observé al'objectifx40.

B. Coloration au bleu de méthyléne (BM)
% Principe
La coloration au bleu de méthyléne est une coloration simple ou un seul colorant est
utilisé pour souligner des structures particuliéres dans I'échantillon, la forme (la taille et la
disposition des bactéries). Les organismes d'un échantillon seront de la méme couleur, méme
si I'échantillon contient plus d'un type d'organisme. (Annexe 04)
Cette technique est utilisée pour I’examen cytobactériologique des crachats, pour le
but de savoir si notre prélevement est de bonne qualité ou de mauvaise qualité (Figure I11.1.

3). On doit déterminer :
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Le nombre de PNN par champs (>25 PNN /champs)
Le nombre de cellules épithéliales par champs (< 10 cellules épithéliales /champs)

e Apprécier la flore bactérienne

Polynucléaires
neutrophiles

Cellules
énithéliales

Figure 111.1.13 : Coloration au bleu de Figure I11.1.14 : Coloration au bleu de

méthyléne d'un préléevement ECBC de méthyléne d'un prélévement ECBC de

mauvaise qualité observée a I'objectif bonne qualité observée a l'objectif
x100. x100.

C. Coloration de may grunwald et giemsa (MGG)
La coloration de May-Grunwald-Giemsa (MGG) est principalement a visée cytologique pour

une meilleure individualisation des éléments cellulaires tels polynucléaires, macrophages,

lymphocytes... elle est utilisée pour I’examen cytobactériologique du liquide pleural (Figure

I11.1. 4). (Etape de la technique “voir annexe 04°).

Lymphocytes
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¢ La formule leucocytaire sur frottis colore au MGG
L’examen des résultats obtenus est susceptible d’influencer sensiblement la suite de
I’analyse. Parmi ces résultats, trois types de formules cytologiques sont particulicrement

évocateur :

v" Prédominance de granulocytes neutrophiles: La présence de granulocytes
neutrophiles altérés oriente vers une infection bactérienne.

v Prédominance de lymphocytes : Elle est beaucoup plus fréquente dans un liquide clair
que dans un liquide purulent. Une telle formule doit faire penser a une infection

tuberculeuse ou virale.

v" Formule panachée : Le taux de lymphocytes est égal au taux des polynucléaires

neutrophiles qui oriente vers les deux infections bactériennes et virales.

111.1.2.4.2.3 Etude bactériologique (isolement et culture)
A. Enrichissement
e Le diagnostic des germes exigeants présents dans le liquide pleural ainsi que dans le
drain nécessite un enrichissement sur les bouillons (BHIB et bouillon d’hémoculture)
(Figure 111.1. 5).
L’enrichissement du liquide pleural se fait par les étapes suivantes :
- A Tl'aide d’un coton alcoolis¢, stériliser le bouchon du flacon du bouillon
d’hémoculture
Avec Daiguille contenant le liquide pleural, injecter une petite quantité dans ce
bouillon puis homogénéiser.
Steériliser encore une fois le bouchon
Incuber le bouillon a 36.5°C pendant 7 jours (si on a présence d’un trouble avant les 7
jours, la mise en culture sur GSF et GSC est réalisé, sinon on attend la fin du délai et

on lance la culture)
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Figure 111.1.16 : La mise en culture des bouillons d’enrichissement sur GSF et GSC.

La culture sur les 03 milieux est lancée au méme temps que I’enrichissement
e Pour le drain, une quantité de bouillon BHIB est coulée dans le pot stérile contenant le
drain puis incuber a 36.5°C pendant 24 heures, le lendemain, la culture est lancée sur
les 03 milieux
B. isolement
L’isolement va se faire a partir d’un prélévement pathologique grace Un
ensemencement sur les 03 milieux (Hektoen, gélose au sang cuite, gélose au sang frais) qui
est réalisé par les différentes techniques d’ensemencement en quadrants afin d’avoir des
colonies isolées (épuisement) (Figure I11.1. 6).
Si on remarque une présence de levures a 1’état frais, on réalise un ensemencement par

stries serrées sur le milieu Sabouraud (chloramphénicol / (chloramphénicol + actidione)

« Etapes
Le dépdt des échantillons consiste a déposer I'inoculum a la périphérie de la boite
sur les milieux de culture.
Ensemencer par la méthode des quadrants.
Incuber les boites a 37 °C pendant 24 heures (GSF et GSC dans la jarre pour assurer

I’anaérobiose)
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Figure 111.1.17 : Ensemencement par la technique des 04 quadrants.

111.1.2.4.2.4 1dentification
L’identification bactérienne est orientée d’abord par les examens macroscopiques et

microscopiques.

A. Examen macroscopique
L’examen est appliqué principalement sur la gélose Hektoen, basé sur la recherche des
caractéristiques suivantes : couleur, pigmentation, forme, aspect de surface, aspect des bords
de colonies, consistance, opacité et fermentation du lactose.
Ces caractéristiques macroscopiques de colonies sont les plus impliqués dans la
connaissance du genre Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa est observée comme suit :

Colonies verdatres

(Odeur de jasmin)
Aspect bombé au centre
représentant un reflet
métallique

Figure 111.1.18 : Aspect macroscopique Figure 111.1.19 : Aspect
des colonies de Pseudomonas macroscopique des colonies de
aeruginosa sur hektoen. Pseudomonas aeruginosa sur GSF.
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Colonies a
irréqulier

Figure 111.1.20 : Aspect macroscopique des colonies de Pseudomonas aeruginosa
sur GSC.

= Si nécessaire, apres 24h, un repiquage sur un milieu sélectif (Hektoen) est fait a partir

d’une colonie isolée afin de s’assurer de la pureté de la souche isolée.

B. Examen microscopique
B.1 Examen a I’état frais

L’examen a I’état frais s’agit d’observer des cellules bactériennes vivantes et donc
leur pouvoir locomoteur sera parfaitement mis en évidence si ’espece étudiée est mobile et
permet aussi de déterminer la morphologie, le regroupement et la densité des germes (Figure

I11.1. 7). (Etapes de la technique “voir annexe 05%)

Figure 111.1.21 : Etat frais de Pseudomonas aeruginosa observeé a 1’objectif x40.
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B.2 Coloration de gram
Les cellules bactériennes réagissent de deux facons et forment deux groupes :

- Les une dites a Gram négatif se décolorent rapidement par 1’action de L’éthanol : les
lipides de la paroi bactérienne se dissolvent et rendent celle-ci poreuse, provoquant ainsi la
décoloration du cytoplasme.

- Les autres conservent leur coloration violette et sont dites a Gram positif : L’éthanol
ne décolore pas la cellule car la paroi est de composition en majorité protéinique (Figure I11.1.

8). (Etapes de la technique “ voir annexe 05%).

Figure 111.1.22 : Coloration de gram de Pseudomonas aeruginosa observée a
I’objectif x100.

C. Identification biochimique
C.1 Test de I’oxydase
Ce test permet de mettre en évidence une enzyme de la chaine respiratoire : le cytochrome

oxydase. Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N-diméthyle-paraphényléne-

diamine. Ce réactif est incolore et en présence de 1’enzyme, libere un composé violet (Figure

I11.1. 9). (Etapes de la technique “voir annexe 06°)

Apparition d’une
coloration violette
du disque

Figure 111.1.23 : Réaction positive de Pseudomonas aeruginosa a l'oxydase.
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C.2 Test de la catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene
(H202) :

H202 ey 2 O2 + H20

Produit toxique formation de

Pour Les bactéries bulle

Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde

d’hydrogéne (H202) (Figure 111.1. 10). (Etapes de la technique “voir annexe 06°)

Formation
de bulles

Figure 111.1.24 : Reéaction positive de Pseudomonas aeruginosa a la catalase.

C.3 Galerie biochimique API

Galerie API (analytical profile index) est une galerie miniaturisée et standardisée
de tests biochimiques qui permettent I'identification de micro-organismes, exploitable avec
des bases de données d’identification complétes dont la plus connue est 1'api 20E (20
caractéres pour les entérobactéries). Les galeries sont choisies par les biologistes dans le
monde du fait de leur facilité d’utilisation et de leur haute performance.

Le genre Pseudomonas peut étre identifi¢ en utilisant I’API 20E (Figure 111.1. 11), par
contre pour identifier I’espéce on doit utiliser I’API 20 NE “Pseudomonas aeruginosa *
(Figure I11.1. 12). (Etapes et principe de la technique “voir annexe 06°) (table de lecture des

API “voir annexe 07¢)
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Figure 111.1.26 : API 20 NE positive vs négative.

« Résultats :

Figure 111.1.27 : Galerie APl 20E du genre Pseudomonas Spp.

Figure 111.1.28 : Galerie API 20 NE de I’espéce Pseudomonas aeruginosa.
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C.4 L’antibiogramme

L’antibiogramme est une méthode de laboratoire utilisée pour déterminer la sensibilité

d'une souche bactérienne a différents antibiotiques. (La réalisation de I’antibiogramme “ voir

annexe 08%)

Figure 111.1.29 : Résultats de I'antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa du
liquide pleural.

Figure 111.1.30 : Résultats de I'antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa de
I’ECBC.

Figure 111.1.31 : Résultats de I'antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa du DT
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111.2 Résultats

I11.2.1 Répartition globale
Sur une période de 06 mois allant du 13 novembre 2022 au 13 avril 2023 (étude
globale), 171 prélévements sont recueillis et analysés au niveau du laboratoire de
microbiologie.
Durant cette étude plusieurs souches bactériennes ont été isolées et identifiées.
(Tableau I11.2.1 et Figure 111.2.1)

Tableau I11.2. 1: Répartition globale des souches bactériennes.

Souches bactériennes Nombre de souches isolés Le pourcentage
Pseudomonas aeruginosa 26 48%
Acinétobacter baumanii 06 11%
Klebsiella pneumonie 03 5%
Pseudomonas spp 03 5%
Burkholderia cepacia 02 3%
Entérobacter cloacae 02 4%
proteus mirabilis 02 4%
Escherichia coli 02 4%
klebsiella spp 02 4%
Enterobacter 01 2%
Proteus spp 01 2%
Flavimonas oryzihabitans 01 2%
Gemella morbillorum 01 2%
Chryseomonas luteola 01 2%

Citrobacter freundii 01 2%
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En plus des souches bactériennes isolées, on a également identifié la présence de

levures et de champignons, incluant deux candida albicans et un aspergillus.

Figure 111.2 1: Répartition globale des souches bactériennes.

Selon les résultats obtenus a partir de cette étude, on remarque que le taux de
Pseudomonas aeruginosa isolés est plus élevé (48%) par rapport aux autres souches

bactériennes.

111.2.2 Répartition selon le sexe

171 patients ont été inclus durant cette période, et parmi cette population on a regu

101/171 patients homme, et 70/171 patients femmes, la figure représente les différents taux.
(Figure 111.2.2).

Homme

Féminin Féminin

Homme

0% 10% 20% 30% 40% 50% (1073 70%

Figure 111.2 2: Répartition globale selon le sexe.

D’aprés les résultats obtenus, on remarque une prédominance de taux des patients de

sexe masculin 59%, avec un sexe ratio d’égale a 1,43.
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I11.2.3 Répartition selon I’age
Sur les 112 patients, plusieurs tranches d’age ont été¢ observées, selon le tableau ci-

dessus divers intervalles ont été réalisés afin de faciliter la répartition des patients selon 1’age
(Figure 111.2.3).

30-40] [40-50] [50-60]
Figure 111.2 3: Répartition globale selon 1’age.

Sur 171 patients, I’age moyen de notre population était 58ans, les taux d’isolement les

plus élevés étaient observés dans la catégorie d’age de plus de 60ans (42%).

111.2.4 Répartition selon I’origine de la demande d’analyse

La répartition selon le service concerne uniquement le service de pneumologie et les

consultations externes (prélévements externes). Sur les 171 prélévements, la majorité ont été

issue de service de pneumologie (155/171). (Figure 111.2.4).

91% des prélevements ont été issus du service de pneumologie.

Service de pneumologie Consultation externe

Figure 111.2 4: Répartition globale selon ’origine de la demande d’analyse.
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111.2.5 Répartition selon la nature du prélevement
Nous avons réalisé des analyses bactériologiques sur les prélevements respiratoires a

savoir les crachats (72), drains thoraciques (13), liquides pleuraux (82). (Figure 111.2.5).

Crachat ( ECBC)
DT

Figure 111.2 5: Répartition globale selon la nature du prélévement.

La plupart des prélevements qui ont été achemine vers le laboratoire sont des liquides
pleuraux avec un taux élevé 49% suivie des crachats 43%, alors que les drains thoraciques

présentent une tres basse fréquence 08%.

111.2.6 Résultat globales de Pseudomonas aeruginosa
A partir des 54 souches bactériennes isolées et selon la figure 111.2.6, Pseudomonas

aeruginosa a un taux d’isolement plus élevé 48% (26/54) par rapport aux autres souches

bactériennes.

111.2.7 Répartition de Pseudomonas aeruginosa selon le sexe

Masculin  'Féminin

Féminin

Masculin

10% 20% 30% 40% 50% 60%

Figure 111.2 6: Répartition de Pseudomonas aeruginosa selon le sexe.
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Sur les 26 souches de Pseudomonas aeruginosa isolées, la répartition selon le sexe des

patients montre une predominance masculine avec une fréquence de 62% (figure 111.2.7).

111.2.8 Répartition de Pseudomonas aeruginosa selon 1’dge des patients

[20-40] [40-60]
Figure 111.2 7: Répartition de Pseudomonas aeruginosa selon I’4ge des patients.
L’4ge moyen dans notre population était 59ans, les taux d’isolement les plus élevés

sont observés dans les deux catégories d’age de plus de 60ans (44%) et les patients ayant un

age entre [40ans-60ans] (44%) (Figure 111.2 .7).

111.2.9 Répartition de Pseudomonas aeruginosa selon 1’origine de la

demande d’analyse
La majorité ont été issue du service de pneumologie (22/26) alors que les

prélevements externes ont été tres peu (04/26) (Figure 111.2.8).

M Service de
pneumologie

B Consultation
externe

Figure 111.2 8: Répartition de Pseudomonas aeruginosa selon 1’origine de la

demande d’analyse.

85% des prélévements ont éteé issus du service de pneumologie, alors que seulement

15% des prélévements ont été issus de I’extérieure.
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111.2.10 Répartition de Pseudomonas aeruginosa selon la nature du
préléevement

L’isolement des souches de Pseudomonas aeruginosa a été réalisé a partir des prélévements

respiratoires & savoir crachats (17), drains thoraciques (08), liquides pleuraux (01). (Figure

111.2.9).

Crachat ( ECBC)

Figure I11.2 9: Répartition de Pseudomonas aeruginosa selon la nature du

prélevement.

A partir de la figure on constate que la plupart des souches de Pseudomonas
aeruginosa ont été isolées a partir des crachats avec un taux élevé 65% suivie des drains

thoraciques 31%, alors que les liquides pleuraux présentent une tres basse fréquence 04%.

111.2.11 Résultats globales des antibiogrammes
Apres chaque isolement d’une espece bactérienne, un antibiogramme a été réalisé afin
de connaitre le profil de résistance aux antibiotiques de chaque germe.

54 souches bactériennes ont été isolées, les antibiogrammes ont été réalisé selon le

germe identifié, dont 26 antibiogrammes de Pseudomonas aeruginosa et le reste pour les

autres germes identifiés (Figure 111.2.10).
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Pseudomonas
aeruginosa

D’autres souches
bactériennes

Figure 111.2 10: Répartition des résultats globaux des antibiogrammes.

Les 26 isolats de Pseudomonas aeruginosa ont montré différents niveaux de résistance

vis-a-Vvis des antibiotiques testés.

I11.2.11.1 Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques appartenant a la
famille des béta- lactamines

Lors de la réalisation de I’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa, Six

antibiotiques appartenant a la famille des bétalactamines ont été testés. (Figure 111.2.11)

Ticarciline Ticarciline + Pipiraciline Ceftazidine Aztréonam Imipenéme
acide
clavulanique

Figure 111.2 11: Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

appartenant a la famille des béta- lactamines.

Le taux de résistance le plus élevé chez les souches de Pseudomonas aeruginosa

isolés était vis-a-vis de la Ticarciline (41%).
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I11.2.11.2 Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques appartenant a la
famille des aminosides.
Quatre antibiotiques appartenant a la famille des aminosides ont été testés, il s’agit de

Gentamicine, Tobramycine, Netilmicine et I’ Amikacine (Figure 111.2 12).

Gentamicine Tobramycine Netilmicine

Figure 111.2 12: Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

appartenant a la famille des aminosides.

La majorité des souches de Pseudomonas aeruginosa isolés présentent un taux de

résistance tres élevé vis-a-vis de la Netilmicine (50%).

I11.2.11.3 Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques appartenant a la
famille des quinolones.

Durant la réalisation de 1’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa, seulement

deux antibiotiques de la famille des quinolones ont été testés, il s’agit de la Ciprofloxacine et

Lévoflixacine (Tableau 111.2.2).

Tableau I11.2. 2: Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques
appartenant a la famille des quinolones.

L’antibiotique | Nombre de | R | Pourcentage | I | pourcentage Pourcentage
souches

testés

Ciprofloxacine | 25

souches

Lévofloxacine | 22 souches
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A partir du tableau en conclue que la totalité des souches de Pseudomonas aeruginosa
isolées ont été sensibles aux deux antibiotiques ; ciprofloxacine 84% (seulement 04 souche

qui ont été intermédiaires), et ils sont 100% sensibles vis-a-vis de la lIévofloxacine.

I11.2.11.4 Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux autres antibiotiques
Six autres antibiotiques ont été testés dans 1’antibiogramme de Pseudomonas
aeruginosa, il s’agit de la fosfomycine, la colistine, acide pipémidique, Triméthoprime +

sulfaméthoxazole, prolactine et Doxycycline. (Figure 111.2.13)

Fosfomycine acide pipémidique Triméthoprime + Doxycycline
sulfaméthoxazole

Figure 111.2 13 : Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux autres antibiotiques.

Le taux de résistance le plus élevé chez les souches de Pseudomonas aeruginosa

isolés était vis-a-vis de la fosfomycine et 1’acide pipémidique (33%), alors que pour la

colistine les souches isolées testés ont été sensibles.
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I11.2.11.5 Profil de résistance de Pseudomonas aeruginosa
Tableau I11.2. 3: Profils de résistance aux antibiotiques de Pseudomonas
aeruginosa.

Antibiotiques Nombre de
souches

PI TCC SXT DO IMP TIC TOB 01
TCC TIC 01
TOB 01
TCC 01
01
01
01
01
01
01
01
01
01
01
01
04
20

Les souches de Pseudomonas aeruginosa présente différents profils de résistance,

seulement 4 souches représentent le méme profil vis-a-vis de la nétilmicine.
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111.2.12 Répartition de la résistance de Pseudomonas aeruginosa
I11.2.12.1 Répartition selon le sexe

Féminin

Masculin

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Masculin Féminin

Figure 111.2 14 : Répartition de la résistance de Pseudomonas aeruginosa selon le

Sexe.

La répartition de la résistance de Pseudomonas aeruginosa selon le sexe, montre une

prédominance de la résistance chez le sexe masculin (75%), alors que la résistance chez le

sexe féminin est trés peu fréquente (Figure 111.2.14).

I11.2.12.2 Répartition selon I’age
Sur les 20 souches résistantes aux antibiotiques, 1’dge moyen de cette population est 60ans.

Figure 111.2 15 : Répartition de la résistance de Pseudomonas aeruginosa selon

I’age des patients.

La repartition de la résistance aux antibiotiques selon 1’dge des patients montre un
taux élevé chez les patients avec une tranche d’age entre 40ans — 60ans (54%) (Figure
111.2.15).

54
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I11.2.12.3 Répartition selon I’origine de la demande d’analyse

Service de pneumologie

Consultation externe

Figure 111.2 16 : Répartition de la résistance de Pseudomonas aeruginosa selon

I’origine de la demande d’analyse.

La répartition de la résistance de Pseudomonas aeruginosa montre un taux tres éleve
chez les souches isolées a partir des prélevements issus du service de pneumologie (80%) par

rapport aux prélévements issus de 1I’extérieur (Figure 111.2 16).

I11.2.12.4 La répartition selon le type du prélévement

Figure 111.2 17 : Répartition de la résistance de Pseudomonas aeruginosa selon la

nature du prélévement.

A partir des résultats obtenus, le taux de résistance aux antibiotiques selon le type de
prélévement est élevé dans I’analyse des crachats suivie des drains thoraciques, alors que les

liquides pleuraux sont trés peu (Figure 111.2 17).
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I11.3 Discussion

Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne humain opportuniste qui provoque
principalement des infections nosocomiales chez les patients hospitalisés a savoir les
infections graves des voies respiratoires (Benabid., 2009).

Pseudomonas aeruginosa occupe la 1ére place par rapport aux autres souches isolées
(26 souches) avec un pourcentage de 48%. Un taux relativement similaire a été trouvé dans
une autre étude réalisée par (Bourafa et al., 2018) (42,8%).

Notre échantillon était composé principalement de patients de sexe masculins (59%).

Pseudomonas aeruginosa est beaucoup plus présente chez les patients de sexe
masculin (62%), Cette fréquence est similaire a une autre étude réalisée au niveau de CHU
Nimes, France réalisé par (Larcher et al., 2023) (66,5%0). Cependant cette souche n’a pas de
tropisme particulier selon le sexe, ce dernier n’est donc pas un facteur déterminant au cours
des infections respiratoires, des auteurs américains ont expliqué que la prédominance
masculine peut étre due a 1’association des autres conditions tels que le tabagisme,
I’alcoolisme, le diabéte ainsi que d’autres pneumopathies chroniques qui surviennent
beaucoup plus chez ’homme (Nizard et al. 1993).

Dans notre étude, nous avons constaté que I'age moyen des patients était de 59 ans.
Cette constatation est cohérente avec les résultats de I'étude menée par Larcher et al., 2023,
qui a également trouvé un age moyen similaire. On a obtenu des taux d’isolement plus élevés
dans les deux catégories d’age a savoir celle de plus de 60ans (44%) et les patients ayant un
age compris entre [40ans-60ans] (44%). Une étude francaise de 2019 a trouveé des résultats

similaires, montrant que les infections a Pseudomonas étaient plus fréquentes chez les

patients agés de 50 a 79 ans (Leflon-Guibout et al., 2019). Concernant la résistance des

souches de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques, elle est plus importante chez les
patients avec une tranche d’age comprise entre 40ans — 60ans (54%). L’age avancé pourrait
étre un facteur de risque a ne pas écarter dans ’acquisition des infections nosocomiales, cela
peut étre expliqué par la vulnérabilité de ces personnes (Drieux., 2010). En effet, ce sont
généralement des sujets atteints d’une immunodépression due a des pathologies chroniques
telles que le diabete, les atteints multi-viscérales de plus les patients atteints d’une
mucoviscidose qui sont a risque de développer des infections respiratoires (Biquand., 2017).
En milieu hospitalier, 1’épidémiologie de Pseudomonas aeruginosa est endémo-
épidémique, variant selon le type de 1’unité concernée, ce germe infecte surtout les sujets

hospitalisés dans I'unité de pneumologie, service ou le risque d’infection est important de
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I’unité externe vu le terrain particulier des patients et la fréquence des manceuvres invasives.
(Van Eldere., 2003).

Malgré un taux élevé (49%) des préelévements pleuraux, seulement une souche
Pseudomonas aeruginosa était isolée (4%), cela peut étre expliqué par la prédominance
d’autres infections qui sont beaucoup plus fréquentes dans ces prélévements.

Toutefois les expectorations bronchiques représentent le 2éme type de prélévement
(43%) en termes de fréquence (vu la facilitée des techniques de recueil de ces secrétions
bronchiques), on a remarqué que les souches isolées chez ces patients présentaient le plus
haut taux d’isolement de Pseudomonas aeruginosa qui est de 65%, a cela s’ajoute une
fréquence ¢levée de résistance aux antibiotiques de ces souches qui est de I’ordre de 55%
isolé dans ce type de prélévement.

Uniquement 8% des prélevements étaient issus des drains thoraciques, cela peut étre
explique par le fait que ces derniers concernaient que les patients de chirurgie (service de
pneumologie). Par ailleurs, une fréquence élevée de Pseudomonas aeruginosa été isolé
(31%).

Des études algériennes ainsi que des études américaines et européennes ont montré
que les voies aériennes sont les principaux sites d’isolement de cette bactérie (Aghrouch et
al., 2006).

Les isolats de Pseudomonas aeruginosa ont montré des différents niveaux de
résistance vis-a-vis des antibiotiques testés. Toutes les bétalactamines étaient touchées par la
résistance, le taux de résistance le plus élevé était vis-a-vis de la Ticarciline 41% (13 souches

[24), suivi de D’association Ticarciline + Acide clavulanique 28% (09/24), ensuite la

Pipéracilline 20% (07/08), I’Imipeneme 08% (03/25), I’ Aztréonam 06% (02/19) et vers la fin

Ceftazidime 03% (01/26). Ces taux de résistance sont similaires a 1’é¢tude réalisée par
Amouchach et al., 2021. Mais ces résultats ne concordent pas avec 1’étude réalisée au niveau
de CHU Tizi Ouzou pendant I’année 2015, Au sein de la famille des bétalactamines
I’association Ticarciline + Acide clavulanique présente un pourcentage de résistance de
60,4% par rapport a I’ensemble des bétalactamines testés, suivi respectivement par
1’ Aztréonam (32,9%), la Pipéracilline (19,3%), la Ceftazidime (15,9%), la Ticarciline et enfin
I’Imipenéme par un taux de resistance de 14%) (Bourahla et al., 2015).

La résistance de nos isolats envers ces antibiotiques pourrait étre liée a la capacité du
germe a acquerir divers mécanismes de resistance enzymatiques (hyperproduction de

céphalosporinase chromosomique “Ampc* suite a une mutation de régulateur Ampc R,
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bétalactamases a spectre étendu), ou sont souvent associés a d’autres mécanismes de
résistance tels que les mutations qui induisent des modifications de la cible, pompe a efflux et
impermeéabilité membranaires (Qin et al., 2022).

Dans notre étude les souches de Pseudomonas aeruginosa isolées présentaient une
résistance a la Netilmicine de 1’ordre de 50% (08/13) suivi de la gentamicine 31% (5/19) et
enfin la tobramycine 19% (3/22). Ces fréquences sont différentes de I’étude réalisée en
Algérie en 2016 qui a montré des taux de résistance aux aminosides différents de ceux que
nous avons trouve ; 58,3% pour la gentamicine, 50% pour la tobramycine et 41,7% pour
I'amikacine (Amara et al., 2016). Cette résistance pourrait étre due a la production des
enzymes de modification des aminosides, les rendant inactifs, les principales familles
d'enzymes de modification des aminosides sont les phosphoryltransférases (APH), les
acétyltransférases (AAC) et les nucléotidyltransférases (ANT) (Moradali et al., 2017).

Pour la famille des fluoroquinolones les souches testées ne sont pas résistantes a cette
famille, car ils étaient majoritairement sensibles a la ciprofloxacine 84% (21/25) et a la
Lévofloxacine 100% (22/22). Ce taux se rapprochent de 1’étude de Boutefnouchet et al.,
2017 qui a rapporté des taux de sensibilité réspéctivement de 76% et 100%. La sensibilité
relativement élevée de Pseudomonas aeruginosa aux fluoroquinolones dans notre étude
pourrait étre due a une sensibilité naturelle, ou bien au ciblage multiple car les
fluoroquinolones ciblent a la fois I’ADN gyras et la topoisomérase IV, deux enzymes
essentielles a la réplication bactérienne, cette action pourrait rendre plus difficile I’acquisition
des mécanismes de résistance (Moradali et al., 2017).

D’autres résistances ont été identifiées chez les souches de Pseudomonas aeruginosa

vis-a-vis de I’acide pipémidique (33%), avec un taux de 17% pour la doxycycline et

I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole. Ces résultats ne sont pas comparables a ceux

rapportés dans une étude menée en 2012 dans un CHU d'Alger, la résistance de Pseudomonas
aeruginosa a la doxycycline était de 38% et a lI'acide pipémidique de 26% (Bendjelloul et al.,
2013). La résistance aux tétracyclines pourrait étre due a une mutation dans la cible de
I’antibiotiques ribosomale. Efflux actif

Concernant la colistine, aucune des souches isolées testés ont été résistantes, méme

résultats obtenue par (Sefroui et al., 2015).




Conclusion

Pseudomonas aeruginosa remplit toutes les conditions pour demeurer longtemps un
pathogene « a probléme » par son fort potentiel d’adaptation au milieu environnemental et
hospitalier. Ce caractere redoutable est d0 en grande partie, au pouvoir toxique de ces agents
infectieux, a ses multiples mécanismes de résistance aux antibiotiques, son adaptabilité a
I’hote et sa prédilection pour les patients fragiles. L’entiéreté de ces éléments constitue un
probleme majeur de santé publique.

C’est dans ce contexte qu’on a réalisé notre étude portant sur la place du Pseudomonas
aeruginosa dans les infections pleuropulmonaires au CHU de Tizi Ouzou unité Sidi Belloua,
qui vise a I’identification des caractéres bactériologiques des souches isolées de divers
prélevements dans les deux services (pneumologie et externe) et a évaluer leurs fréquence
d’isolement et leurs résistances aux antibiotiques, a la suite de notre étude, voici les résultats
gue nous avons obtenus :

Une fréquence relativement élevée de Pseudomonas aeruginosa été isolé (48%),
principalement au niveau des expectorations bronchiques. Ces souches ont démontré des
résistances aux antibiotiques touchant toutes les familles d'antibiotiques, principalement les
bétalactamines. Les degrés de résistance varient, avec des pourcentages de résistance de 41%
pour la ticarcilline, 20% pour la pipéracilline, 8% pour I'imipénéme, 6% pour l'aztréonam et
3% pour la ceftazidime. Il est important de noter que la résistance de ces souches est plus
fréquente chez les patients agés de 40 a 60 ans (54%) et chez les hommes.

Les souches étaient majoritairement sensibles a la ciprofloxacine 84% (21/25), a la
Lévofloxacine 100% (22/22) et aucune des souches isolées testés ont été résistantes a la
colistine.

La résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa représente un défi majeur
dans le domaine de la santé. Pour faire face a cette résistance, il est essentiel d'adopter une
approche de lutte globale et multidisciplinaire, comprenant la surveillance de la résistance,
une utilisation prudente des antibiotiques, la mise en ceuvre de mesures de prévention des
infections, la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques, ainsi que I'exploration

de thérapies alternatives.
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Annexe 01 : Les matériels utilisés.

Instruments et

Equipement

Milieux

Réactifs

Bec bunsen
Microscope
Etuve

Une jarre

Réfrigérateurs

Vortex

Anse de platine
Pipettes pasteurs
Lames et lamelles
Boites de pétri
Portoir

Ecouvillons

Pinces

Distributeurs d’ATB
Cellule de Malassez
Seringue stérile
Galerie biochimique
(API 20E, API 20
NE)

Pied a coulisse

Pince en bois

Milieu Hektoen
Gélose Nutritive
Milieu Chapman
Gélose au sang cuit
Gélose au sang frais
Milieu Mueller-
Hinton

Bouillon BHIB
Milieu Sabouraud
Bouillon

d’hémoculture.

Bleu de Méthyléne
Violet de Gentiane
Lugol

Alcool

Fuchsine

May Grunwald
Giemsa

Disque d’oxydase
Reéactif de catalase
(H202)

Huile de paraffine
Reéactif de Griess
(NIT1+ NIT2)
Réactif James
Réactif Kovacs
Reéactif TDA
(perchlorure de fer)
NaOH ou KOH
(VP1)

Alpha- Naphtol
(VP2)

Disques
d’antibiotiques

L’eau distillée
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Annexe 02 : Composition des milieux.

Gélose Nutritive

Extrait de viande : 1,0 g/L
Extrait de levure : 2,5 g/L
Peptone : 5,0 g/L

Chlorure de sodium : 5,0 g/L
Agar-agar : 15,0 g/L

pH=7,0

Gélose Mueller-Hinton

Infusion de viande de beeuf': 300,0 ml
Peptone de caséine : 17,59

Amidon de mais: 1,5¢g

Agar:17,0¢g

PH=74
Gélose Sabouraud

Peptone : 10 g

Glucose massé : 20 g
Agar-agar : 15¢

Eau distillée (gsp) : 1 000 ml

vitamines et facteurs de croissance
pH=16,0
Gélose Hektoen

protéose-peptone : 12,0 g
extrait de levure : facteur de croissance 3,0 g
lactose : critere de différenciation 12,0 g

saccharose : critere de différenciation 12,0 ¢



https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/PH
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Prot%C3%A9ose&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharose
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salicine : critere de différenciation 2,0 g

Citrate de fer Il et d'ammonium révélateur d'H2S 1,5 g

sels biliaires : inhibiteur 9,0 g

fuchsine acide : inhibiteur 0,1 g

bleu de bromothymol : indicateur de pH 0,065 g

chlorure de sodium : maintien de la pression osmotique 5,0 g
Thiosulfate de sodium : précurseur d'H2S5, 0 g
Agar:140¢g

pH=75+0.2

GSF

Mélange spécial de peptones : 23 grammes,
amidon : 1 g,

chlorure de sodium : 5 g,

agar: 10 g,

sang : 50 ml.

PH:73.

GSC

Mélange spécial de peptones : 23 grammes,

amidon : 1 g,

chlorure de sodium : 5 g,
agar: 10 g,

sang : 50 mL.

PH:73.

BHIB (bouillon ceeur-cervelle)

Protéose-peptone : 10,0 g

Infusion de cervelle de veau : 12,5 ¢



https://fr.wikipedia.org/wiki/Salicine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sels_biliaires
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fuchsine_acide&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bleu_de_bromothymol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amidon
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sang
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amidon
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sang
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Infusion de ceeur de beeuf': 5,0 g
Glucose: 2,0 g
Chlorure de sodium : 5,0 ¢

Hydrogénophosphate de sodium : 2,5 g

PH=74
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Annexe 03 : les disques d’antibiotiques utilisés dans I’identification de
pseudomonas aeruginosa selon CLSI.

CARBAPENEMS

B

Doripenem

Imipenam

Meropanem

Colistin or
polymyxin B

52
52

Test/Report
Group

Antimicrobial
Agent

Disk
Content

Interpretive Categories and
Zone Diameter Breakpoints,

Interpretive Categories and
MIC Breakpoints,
pgfml

nearest whole mm

5§ ¢ | i R

PENICILLINS

O

Piperacillin

100 ng

=21 15-20* =14

p-LACTAM COMBINATION AGENTS

A

Piperacillin-tazobactam

10010 pg

3214 GAan

Ceftazidime-avibactam

30020 pg

Ceftolozane-lazobactam

30M0 pg

Bign

Ticarcillin-clavulanate

7510 pg

J2/2-g4/24

CEPHEMS (PARENTERAL) (Including ce,

halosporins

I, 10, I, and IV. Please refer to G

A

Ceftazidime

30 ug

=18 15174 =14

Cefepime

30 pg

=18 15174

Cefiderocol

30 pg

13174

MONOBACTAMS

B

Aztreonam
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Test/Report
Group

Antimicrobial

Agent

Disk
Contant

Interpretive Categories and
Zone Diameter Breakpoints,
nearest whulq mim

Interpretive Categories and
MIC Breakpoints,
pg'mlb

5 - | H R

s ' | ' R

AMINOGLYCOSIDES

A

Gentamiein

10 ng

=15 13144 =12

=4 g =16

A

Tobramycin

10 ug

=15 13144 =12

=4 B* =16

B

Amikacin

30 ug

=17 15-16* =14

Jaa

[%]

Netilmicin

30 pg

215 13-14* =12

=8 164 =32

FLUOROGQU

INOLOMNES

B

Ciprofloxacin

5ug

z25 19244 =18

=05 1" 22

Levofloxacin

5pg

222 1514 =14

=1 24 24

Lomefloxacin

10 ug

222 18-214 =18

=2 4r =8

Norfloxacin

10 pg

=17 13-16

<4 B

Ofloxacin

5ug

=16 13154

=2 4+ =8

Gatifloxacin

5pg

=18 15-17*

<2 44 =8

NB : Dans le cas ou on n’est pas str de la souche étudiée on utilise de plus les antibiotiques

d’entérobactérie pour la réalisation de 1’antibiogramme selon CLSI.

Cefazolin

Ceafazolin

Ceftaroline

Test/Report
Group

Antimicrobial

Agent

Disk

Interprative Categories and
Zone Diameter Breakpoints,

nearest whole mm

Interpretive Categories and
MIC Breakpoints,
paimL

Content 5

: 5DD : | ' R

: 50D I ! R

PENICILLINS

A

Arnpheillin

10 ng

217 |

' o14-16* | =213

16% z32

0

Piperacillin

100 pg

18-204

32-64n =128

0

Mecillinam

10 ug

12-144

16~ =32

B-LACTAM COMBEINATION AGENTS

B

Amoxicillin-clavulanate

20010 pg

14174

23216

Ampicillin-sulbactam

10010 pg

V12142

23216

Ceftolozane-
tazobactam

3010 pg

T i8-20% |

=84

B
B
B

Ceftazidime-avibactam

30020 pg

= 16/4

Meropanem-
vaborbactam

2010 pg

Piperacillin-tazobactam

10010 pg

32/4-B414*

Ticarcillin-clavulanate

7510 pg

T 32/2-6412
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CEPHEMS (ORAL)
B

Cefuroxime HEEHEES
u Cafazolin - =32
[surrogate test for
oral eephalosporins
and uncamplicated
UTIs)

Loracarbef

Cefaclor
Cefdinir
Cefixime

0 Cefpodoxime

CEPHEMS (ORAL) (Continuead)
o] Cefprozil

Inw. Cafetamet
I, Ceaflibuten

MONOBACTAMS
[+ AZtreonam

CARBAPENEMS
B Cefepime

Ceafotaxime or
ceftriaxone

Cefoletan
Cefoxitin

Cefuroxime (parenteral)

Ceflazidime

Cefamandole

Cefmetazole

Cefonicid

Cefoperazone
Caflizoxime

Maoxalactam
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CARBAPENEMS [Continued)
B Meropenem

LIPOPEPTIDES
B Daripenem

Ertapenem

Imipenem

MACROLIDES
I, Azithromycin

TETRACYCLINES

Gantamicin
Tobramycin
Amikacin
Kanamycin
Maetilmicin
Streptomycin

T Solintin or
B e e

Tetracycline 30 pg 215 - 12-14 =11 =4 B 8
Doxycycline 30 pg z14 - 11-13 =10 =4 - 8
5] Minocycline 30 ug 216 - 13-15 =12 <4 B [
QUINOLONES AND FLUOROQUINOLONES for Enterobacterales except Salmonella spp. (Please refer to Glossary L)
B Clprofloxacin 5ug 22 - - o 22-25% - =M s - - 05*
B Levafloxacin 5ug 2 DAT-20% ¢ =16 0.25 : - 14
£

[
0

0.5

Cinoxacin 100 pg
Enaxacin 10 pg
Gatifloxacin 5 pg
Gemifloxacin 5pg

Grepafloxacin 5 pg
Lomefloxacin 10 pg
Nalldixic acid 30 pg
Norfloxacin 10 pg
Ofloxacin 5 ug
Fleroxacin 5 g

[Z|olo|olelo| o|o|olo
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QUINOLOMNES AND FLUOROQUINOLONES for Salmonella spp. (Please refer to Glossary 1.} (Continued)
B Cipraflaxacin 5 ug 231 - - o 2300 - 520 | =006 ¢ - : 012-05*
B Levofloxacin - - L= - - €012 @ -  0259%

Ofloxacin
Peflaxacin
(surrogate test for
ciprofloxacin)

FOLATE PATHWAY ANTAGONISTS

B Trimethoprim-
sulfamethoxazole

u Sulfonamides

] Trimethoprim
PHENICOLS
c Chlaramphenical

FOSFOMYCINS
u Fosfomycin

| NITROFURANS
U | Nitrofurantoin | 300pg | 217 : -
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Annexe 04 : analyses cytologiques.

Examen a I’état frais
Remplir par capillarité avec le prélevement pathologique la cellule de Malassez
Préalablement recouverte d’une lamelle
Attendre quelques minutes pour permettre le dép6t des cellules
Placer sur un microscope optique a 1’objectif x 40

Compter le nombre de cellules (hématies, éléments blancs)
Etapes de la coloration au bleu de méthyléne

Préparation du frottis :

A T’aide de I’anse de platine, on se basant sur la partie purulente, on dépose un
échantillon sur la lame de verre préalablement dégraissée.

L’¢étaler ensuite sur la lame du centre vers I’extérieur en une couche mince et
homogene

Sécher et fixer le frottis en 2 ou 3 passages a la flamme d’un bec Bunsen

Laisser refroidir avant d’entamer la coloration

Coloration :

Placer la lame sur un support de coloration et I'inonder de bleu de méthyléne.
Couler une solution du bleu de méthyléne sur le frottis

Laisser un temps de contact de 1 a 10 min

Rincer la lame a I’eau du robinet

Sécher entre deux feuilles de papier buvard

Observer au microscope photonique, au Gx100 a I’immersion

Les structures colorables apparaissent bleues
Etapes de la coloration de May Grunwald et Giemsa (MGG)
Préparation du frottis :

Déposer une goutte du prélevement sur la lame de verre préalablement dégraissée.
L’¢étaler ensuite sur la lame du centre vers I’extérieur en une couche mince et
homogéne

Sécher et fixer le frottis en 2 ou 3 passages a la flamme d’un bec Bunsen

Laisser refroidir avant d’entamer la coloration
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Coloration :

Couvrir la lame du colorant May Grunwald dilué au %2 en eau neutre durant une
minute.
Laisser agir 3 minutes

Egoutter et rincer a I’eau

Couvrir avec le colorant Giemsa dilué au 1/10 et laisser agir 20 minutes

Egoultter, rincer puis sécher
Observer au microscope photonique, au Gx100 a I’immersion

Donner la proportion de chacun des types de globules blancs.
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Annexe 05 : Analyses microbiologiques.

Etapes de I’état frais aprés isolement

Déposer une goutte d’eau distillée sur une lame dégraissée

A T’aide d’une pipette pasteur, prélever une colonie isolée a partir du milieu de culture
Dissoudre la colonie dans la goutte d’cau distillée

Recouvrir la goutte d’une lamelle en évitant la formation de bulles d’air

Observer immédiatement au microscope optique a I’objectif x40.
Etapes de la coloration de gram

Préparation du frottis :

Déposer une goutte d’eau distillée sur une lame

A T’aide d’une pipette pasteur, prélever une colonie isolée a partir du milieu de culture
Dissoudre la colonie dans la goutte d’eau distillée

L’¢étaler ensuite sur la lame du centre vers I’extérieur en une couche mince et
homogéne

Sécher et fixer le frottis en 2 ou 3 passages a la flamme d’un bec Bunsen

Coloration :

Recouvrir le frottis avec le colorant primaire : le violet de gentiane

Laisser agir 1mn.

Rejeter le colorant. Sans laver, recouvrir avec le Lugol (fixateur) ; Laisser agir 45
secondes.

Rejeter le Lugol, et recouvrir une seconde fois avec le Lugol, ; laisser agir 45
secondes.

Décolorer a I’alcool pendant 30 secondes.

Rincer a I’eau courante afin de neutraliser 1’action de 1’alcool.

Recouvrir le frottis avec la fuschine et laisser agir 1mn.

Laver a I’eau courante jusqu’a ce que les eaux de ringage ressortent claires.

Sécher la lame, et observer a I’'immersion (Gx1000).
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Annexe 06 : Analyses biochimiques.

Etapes du test de I’oxydase
- Déposer un disque d’oxydase sur une lame, I’imbiber avec une goutte d’eau distillée ;
- Prélever une colonie sur un milieu gélosé avec une pipette pasteur et la déposer sur le
disque.

Frotter doucement la colonie sur le disque

Etapes du test de la catalase
- Déposer sur une lame propre et séche une goutte d’eau oxygénée (peroxyde
d’hydrogéne)
Prélever une colonie isolée a I’aide d’une pipette pasteur

Dissocier la colonie dans la goutte
La galerie API20
e API20E:

La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Doit étre

utilisé avec des Enterobacteriaceae et/ou des bacilles a Gram négatif non fastidieux

e API20NE:

La galerie APl 20 NE comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydrateés.
Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue
les milieux. Les tests d’assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries

cultivent seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant.

= Les reéactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se
fait a l'aide du tableau de lecture et I'identification est obtenue a l'aide du catalogue
Analytique ou d'un logiciel d'identification. (La préparation de 1’API 20 “voir annexe
12%)
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% Lecture :

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de
Lecture. Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées puis révéler les tests
nécessitant I'addition de réactifs : (voir annexe 13)

e API20E:
- Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre indique
une réaction positive

Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans toute la

cupule indique une réaction positive

Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10

minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive

API 20 NE :

Test NOs: ajouter une goutte des réactifs NIT 1 et NIT 2. Apres 5min une couleur

rouge indique une réaction positive

Test TRP : ajouter une goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans la

cupule indique une réaction positive.

Les tests d’assimilations : observer la pousse bactérienne. Une cupule trouble indique

une réaction positive. Des pousses d’intensité € intermeédiaire peuvent étre observées

et notées plus au moins.

Préparation de la Galerie :

Reéunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide

Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite (Ne pas inscrire
la référence sur le couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la manipulation)
Sortir la galerie de son emballage individuel

Placer la galerie dans la boite d'incubation.

Préparation de 1’inoculum :

- Ouvrir une ampoule de Suspension Medium (API 20 NE) ou un tube d’eau
physiologique stérile (API 20E)

- Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé
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Reéaliser une suspension bactérienne en homogenéisant soigneusement les bactéries

dans de I’eau physiologique.

Inoculation de la galerie :

A I’aide d’une aiguille stérile, prélever une quantité de la suspension bactérienne puis

remplir :

Les tubules et les cupules des tests du type CIT, VP, PAC et GEL

Les tubules des tests du type ADH, LDC, ODC, H»S, URE et remplir la cupule avec
de I’huile de paraffine, pour créer I’anaérobiose.

Uniquement les tubules des tests restants

Refermer la galerie avec son couvercle

Incuber & 37°C pendant 24 heures.

Remarque : il est important de veiller a ne pas créer de bulles lors de 1’inoculation qui
pourraient fausser le résultat. De plus I’apparition de bulles aprés incubation apportera un

caractere d’identification supplémentaire (GAZ+)
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Annexe 07 : Table de lecture de ’API 20 NE et ’API 20E.

sodium thinsulfate | Natrumthiosulfat /
fiosulfato sadico / tiosolfatn di sodio

Tinsulfatn de s0dio / Beofeimd wirpin )
natriumtiogulfat { fiosiarezan sodowy

production 'Ha5 { HaS production {
Hz5-Bikdung / produccion de HiS
produzione: di HeS ! Produga de He 1
mapayiy 25/ HeS-bidning [ H:5
produstion | wytwarzanie HS

incolore - qrisatre / colorless - greyish/
farhlos - graulich / inooloro - grisceo |
incolore - ggiastro f incolor -
AcinzEnt3to f dypuya - wpilmd
fenglds - qraaktin / farvelos - oralig
bezbanwmy - szarawy

dEpat noir- fin izer / black depost -
thin line / schwarzer Niederschlag !
deposity neqro - fin liserado | depositio
nerd - oro sotile | depdsito negro -
orka fina f paipd undheiiya - e
vodupd | svart aviagring - tunn line [
sort aflgjring - tynd sinibe [
£zamy osad - rozptynista liniz

LUrée / wea / Hamstoff ! Ureia / ouplar |
urindmne / macznik

UREase ! UREasa/ UREasi/
tupedan / UREas | wreaza

Jaune | yellow | gelb [ amerilla / giallo |
amareko / kivpivo / gul/ 20fy

rouge - orange f red-orange [ ot -
orange | rojo - anaraniado ross0 -
arancio / vermelho - alaranjado /
£pubpd - mogokah /réd - orange /
red - orange / czemeny -
pomaraficzowy (2)

LAryptaphane / L-Tryptophan /
L-riptafana / L-friptafano /
Lrpumopdun / L-tryptofan

Tryptophane Deshminase
Tryptophane DeAminasz [ Tryptophan
DesAminase | Triptofano DesAminasa !
Triptofano DeAminasi/ Triptafana
DesAmingse | Aeayvdan mg
Tpumesdng | Tryptofan-deaminas |
Tryptofan DeAminase / dezaminaza
ryptofany

TOA{mmediat ) TOAmmediate | TOA-ofort | TDA{mmediato/ TDA-mediato !

TOA-tieie | TOA-omedelbar | TOA-umiddelbar | TOA-natychmiast

Jane | yellow | gelb Famerilla  qiallo |
amareko / kivpive / oul/ 20k

marmn-rougeaire f reddish brown /
rothraun  maman-fujizo/ mamane-
rossasing f castanho - avermedhado /
Kok kg | rddbrun { redorun{
c2emong-Drazouy

L-fryptophane { L-Tryptophan |
L-riptafana / L-fiptafano /
Lpummogdue / L-tryptofan

production dINDole f INDole
production { INDol-Bikdung  produccidn
de INDole / produzions di INDolo !
Produggo de INDol ! Mlapayuy
kg /

INCiol-bikéning / INDol produktion !
wybwarzanie indolu

JAMES-immeiat { JAMES-mmediate [

JANMES-mmegiato / JAMESHmediatn |

JAMES- chieon, JAMES-omedslbar | JAMES-umiddebar / JAMES-natychmizst

Incolore-vert pale-aune /
colorless - pale gresn-yellow
farblos - hedigrin-geln /
incoloro - verde palido-amerilo f
incolore - verde chiaro-gialla /
incolor - verde palido-amarelo |
P - CrviI0 AT RO-RITpIG |
farglés - |jusgréin-qul!
farvelos - lyseqran-gui/
bezhanimy - jasno Zelony-oky

rese f pink f rosa { pdéivo |
Iyserad f radowy
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COMPOSANTS ACTIFS

REACTIONSIENZYMES

RESULTATS

NEGATIF POSITIF

potassium nitrate

reduction des Mifrates en nitites

MIT 1+ NIT 275 min

incolare [QEETQUQE

réduction deshitrates en azole

Z0/5mn

rose incolore

Ltryptophane

farmation dindole (TRyptaPhang)

JAMES [ immédial

incolore

veri pale | jaung fose

Deglucose

fermentation (GLUcose)

bleu & vert jaune

Leargining

Arginine DiHydrolase

orange  rose |

jaun
June rouge

Urée

UREaze

orange | rose |

jaung ouge

ascufine
ifrate de far

hydrolyse (f=glucosidase) (ESCuling)

jaune ares f marron { noir

gélatine
{origine boving)

hydrolyse (protease) (GELating)

diffusion du
pigment noir

pas de diffusion
du pigment

danitrophénylfiDs
galactopyranoside

[iyalactosidase (ParashitroPhényl-R0s
Galactopyranosidase)

incolore jauns

-
prn

EEE

=
=
-

EEE

=
-

=

-
b
[

Deglucose
Laarabinose
D=mannose
Damannited
Meacélyl-olucosaming
Demakase
petassium glucanate
acide caprique
acide adipiqus
acide malique
frisodium citrate

atide phénylacetique

assimilation (GLUcose)

assimilafion (ARAbinoss)
assimilation (ManhosE)
asaimilation (MANnital)

assinmilation (NeAcétyl-Glucosaming)
assimilation (MALtose)

assimilation (potassium GlucoNaTe)
assimilation (acide CAPrique)
assimilation (acide ADIpique)
assinmilation (MaLaTe)

assimilation (trisodium ClTrate)

assimilation (acide PhenylaCetique)

fransparence trouble
fransparenca trauble
Iransparence frouble
fransparenca trouble
fransparence trouble
fransparence trouble
fransparence trouble
fransparence trouble
transparence trautle
lransparence trouble

transparence frouble

Iransparence trowble

-]
=

(vair notica
du test oxydase)

eylochromesDiydase

(volr notice du test axydase)
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TESTS | TEST
{ TESTES S
EZETA IEIL/
TESTER

COMPOSANTS ACTIFS I ACTIVE
INGREDIENTS ! AKTIVE
EBESTANDTEILE | COMPONENTES
ACTIVOS | SUBSTRATI/
COMPOMNENTES ACTIVOS |
APAETIKA TYETATIKA | AKTIVA
INGREDIENSER I AKTIVE
INDHOLDSSTOFFER | AKTYWHNE
SKEADNIKI

QTETQ@TY [
MENGE /
CANTIDAD /
QTA [@TD/
MOE. | MANGD {
MENGDE
STEZENIE /
{mglcup. [ mgiVere |
malip ! mgfeu. !
maliup. | mglbrend !

Jorab dwka)

REACTIONS-ENZYMES { REAKTIONE-
ENZYME | REACCIONES-ENZIMAS 1
REAZIONI-EMZIMI ! REACGOES-
ENZIMAS | ANTIAPATEIE-ENZYMA §
REAKTIONER-ENZYMER J
REAKTIONER/ENZY MER /
REAKCJEENZYMYT

RESULTATS | RESULTS [ ERGEBNISSE ! RESULTADOS J RISULTATI !
RESULTADOS | ANOTEAEEMATA | RESULTAT / RESULTATER ! WYHNIKI

NEGATIF | HEGATIVE | NEGATIV/
MNEGATIVO | APNHTIKO I NEGATNT
HEGATYWHNY

POSITIF | POSITIVE | POSITIV F
POSITIVO [ @ETIKO ! POSITIVT /

2-nitrophényl-R0-galactopyranoside

2-nitrophenyl-RD-galactopyranoside [

Z-Mitrophenyl-20-Galaktopyranosid /
2-ritro-fenid-po-galactopiranosida |
2-nitrofend-RD-galattopiranoside /
2-nitrofenil-A0-galactopiranosida [

2-arpogevub-RD-yakakromupavoaisn |

2-nitrofenyl-ED-galaktopyranosid £
2-nitroferylo-R0-galaktopiranczyd

f-galaciosidase |Ortho MitroPhényl-A0-
Galactopyranosidass) |
[-Galakiesidase (Ortho-Nitraphemy-0D-
Galaktepyranosidase) |
P-palactosidasa (oto-nitrofend 0-
galactopriancsidasa) / E-galatiosidasi
{Orto-MitroF end-R0-Galatiopiraneside) /
[galactosidase (Orto Nitrofenil-A0-
Galactopiranosidase) /
B-yakaxromBdar (Opbo Nmpo@evuh-
RBD-Takakramupavo Saon) |
[-galakiosidas (oro-nitrofenyl-30-
galaktopyranosidas) f

[-galakiosidase (Ortho-NitroFenyl-2D-
Galaktopyranosidase)
[-galakiozydaza (orto nitrofenylo-R0-
galaktopiranczyd)

Incolore  colorkess f farblos / incalono f
incolor § dypupo | fargs ! farvelos 1
bezbanwmy

jaune [ yellow | gelb { amaillo / giallo /
amarnelo [ xitpive / gul f 20ity (1)

L-argining | L-Arginin /
L-arginina / L-apyredvn

Arginine DiHydrolaze / Arginin
DiHydrolase ! Anginina-dihidrolasa /
Arginina Desdrolasi | Arginina
DiHidrolase ! Aiuwpokan e
Apyivivr | Arginin difdnelas / Anginin
DiHydrodzse | difydrolaza angininy

Jaune { yellow / gelb f amarillo ! giallo /
amaredo | kirpivo J gul / 20ity

rouge - orangé | red - crange | rot -
orange [ rejo - anaranjado J rosso -
arancic [ vermedho - alaranjado /
epuBipd - moprokaki f réd - orange [
rod - orange f czenwany -
pomarafhczowy (2)

L-tysine § L-Lysin / L-Esinz /
L-huaive / LEizyna

Lysinz DéCarboxylase / Lysing
Decarboxilase / Lysin DeCarboxylase /
Lisina Decarbowilasa / Lisina
DeCarbossilasi / Lisina DesCarbonilase
I Bexapfofubian e Auaivng |
Lysindekamaxylas | dekarbosylaza
lizyny

Jaune { yellow / gelb f amarillo ! giallo /
amaredo | kitpivo | gul ! 20ly

rouge - orangé | red - crange J rot -
orange / mje — anaranjado [ rosso -
arancic / vermedho — alaranjado /
epuBipd - moprokaki § rid - orange [
rod - orange f czenwany -
pomarafczowy (2)

L-ornithine / L-Omithin  L-omiting /
L-opviivr { L-ornitin | L-omityna

Omithine DeCarboxylass /
Omithine Decarbaxilase
QOmithin DeCarboxyase !
Omitina Decarboxdasa /
Qmiting DeCarbossilasi /
Omiting DesCarbodase !
Aexopfodukion mg Opvillivg
Ormitin-dekarboxylas /

Omitin DeCarboxylase |
dekarbosylaza omityny

Jaune | yellow [ gelb f amarillo ! gizlio /
amaredo | kitpivo | gul / 2oity

rouge - orange { red — crange / rot -
orange / rjo — anaranjaso / rosso -
arancio / vermedho — alaranjado /
epuBlpd - moprokahi f rod - orange [
rod - orange f czenwary -
pomarafhczowy (2)

frisodium citrate | Trinatriumcitrat {

citrato trizddico / citrato tizodico /
Citrato de sddio / kmpmsd Tpivémpia [
trinatriumcitrat { cytrynian tisodowy

umiisation du CliTrate [ ClTrate utilization
{ ClTratverwertung I ufilizacion del
ClTrato / utilizzazione del ClTrato
Utilizago do ClTrato /

Kpdon krpikod | ClTratarm@ndning !
ClTratudnyttelse ! wykorzystanie
cytrynianu

vert pale - jaune / pale green - yellow !
hellgriin - gelb ! verde palido-amarillo !
verde chiaro - giallo { verde palide -
amareds | avonTd mpdoig - kitpivo |
ljusgrén - gul ! Iysegrpﬁ - gul { jasno
SZary - kolty

bleu-vert - Beu J blue-green — blue §
blau-griin - blau f azul-verde — azul
bll-verde - blu / azul-esverdeado -
azul | Kucrvompdionive - Kuad |/
blagrdn - bia f blagran - bla
niebiesko-zielony - nisbieski (3)

D-sorbitol § D-Sorbit / D-sorbitoka /
C-mopméin

fermeniation - cwydation (SORbtol) /
fermentation - cxddation { SORbtol) /
Femeniation - Oxidation (SORDbit) §
fermentacion-oxidacion (SORbitol) /
fermentazione - osskiazione
{SORbitola) ! femmentagao - oxidacio
(SORbital) J Epwar - ofeiBuan
(ropfimbhng) / jasning - oxidation
(SORDbitol) { femnentacia - udlenianie
{sorhitcl) {4)

bleu - blew-vert { blue - blue green/
blay - blau-griin/ azul - azul verdoso /
blu - blu-verde f azul-esverdeada /
el - kuovenpdone ! bla - blagrin /!
bla - blagren ! niebizski - nisbiesko-
Zielony

jaune [yelow ! gzl [ amarille ! giallo /
kitpive f gul | 2oity

L-rhamnase { L-Rhamnose /
L-ramnosa / Lramnosio / L-ramnase |
L-paypwdin ! L-ramnos ! L-ramnoza

fermentaion - axydalion (RHAMNos:) /
fermentation - cuddatiion (RHAmnose)
Fermentafion - Owidation (RHAmnose) /
fermentacion-ceidacion (RHAmnosa) /
fermentazions - osskdazione
{Ramnosio) [ fermentacao - oxidagao
(RAmnoss) ! Oy - ofeibwan
(papvedng) f @sning - oxidation
(RHAmnos) ! fermentacia - utlenianie
({ramnoza) (4)

bleu - blew-vert { blue - blue green /
blau - blau-grin/ azul - azul verdosa |
bl - blu-verde f aFul-esverdeada /
Kyl - suovenpdone | bla - blagron
bl - blagren / niebieski - nicbissko-
elony

jaune [yelow ! gz amarille ! giallo /
Kitpive § gul | 2oity

D-saccharose | D-Saccharose |
D-sucrose | D-sacarcsa |
D-saccarosio / D-sacarose |

D-ooukgdlr / D-sukros /
D-gucrose | D-sacharoza

fermentaion - exydaion (SACchaross)
fermentation - oxidation (SACharose)
Fermentadion - Oxidation (SACcharose)/
fermentacion-cuddacion (SACaross) f
fermentazione - osskiazione
{SACcarosio) | fermentagao - mddaco
(SACarose) ! Ly - ofeibuwon
(rakyapdlng) ! jEsning - oxidation
(SACharos) / fermentacia - uilerianie

{sachanoza) {4)

bleu - blew-vert { blue - blue green/
blau - blau-grun/ azul - azul verdosa |
blu - blu-verde f azul-esverdeada /
el - kuovenpdone ! bla - blagrin /!
bla - blagran ! niebizski - nibiesko-
Zielony

jaune [yelow ! gzl [ amarille ! giallo /
kitpive f gul | 2oity

it
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TESTS I TEST
I TESTES [
EETA EEIL
TESTER

COMPOSANTS ACTIFS [ ACTIVE
INGREDIENTS | AKTIVE
BESTANDTEILE / COMPONENTES
ACTIVOS | SUBSTRATH
COMPONENTES ACTIVOS !
APAZTIKA EYITATIKA ] AKTIVA
INGREDIENSER [ AKTIVE
INDHOLDSSTOFFER | AKTYWNE
SKLADNIK

ateian s
MENGE/
CANTIDAD |
Qraan/
noL | MANGD/
MENGDE!
STEZENEE |
(mgkup. [ mglVers. !
mlcip ! myfrum. |
mgfkup. | mybrend
| mgfprobawia)

REACTIONS-ENZYMES | REAKTIONE-
ENZYME | REACCIONES-ENZIMAS |
REAZIOHIENZINI/ REACGOES-
ENZIMAS | ANTIAPAZEIL-ENZYMA |
REAKTIONER-ENZYMER |
REAKTIONER/ENZYMER /
REAKCJEENZYMY

RESULTATS/ RESULTS | ERGEBHISSE | RESULTADOS  RISULTATH!
RESULTADOS | ANOTEAEEMATA | RESULTAT / RESULTATER / WYNIKI

HEGATIF I NEGATIVE | HEGATIV/
HEGATIVO ! APNHTIKO | NEGATIVT |
HEGATYWNY

POSITIF ! POSITIVE | POSITIV [
POSITIVO | BETIKD  POSITIVT
POZYTYWNY

sodium pyruvate / Natriumpyruvat
piruvatn sodion  pinuvato di sodiof
Piruvato d sddlio/ Tupsufind winpio
natimpynat/
pirogronian sody

production d'acetpine f zcetoin
production ! Acetoibidung / praduczidn
de aoeting | produzions i acefoina
Produgao de acetoina | nepayuyt
wealv; [ acetoinbikdning
acetoindannelse { wybwarzaniz acetoiny
(Voges Proskauer)

VP L+ VP 2110 min VP 1 +VP 2110 kemd

incolore - rose pale | colorless - pale
pirii  farbios - blassrosa / Incalora /
fosa palido / incolore - rosa chiro |
Incokor 1053 - palido  Aypuapn
aviiyTh pdive | Elds - [usrosal
farvelns - bleg Iysered)
Bezharwmy - bladn ra2owy

105 - [ouge / pink - redl { rosa - ot/
1053 - 00/ 083 T0ssn / 1053 -
vermelha ! pdfive - epuliph |
1053 G Iyserad - rod |
raony - czenwany (5)

(3elgting (origine boving) |
(Gelatin (zcuine origin)
(Gelating (bovinen Ursprungs) /
(ekzfina (origen boving) /
pekating (origine boving) /
Gelafing (origem boving) /
Zehenlvn (Pociou mpotheuang)
Gelafin (zv ndt)/
Gelafing (nksz-oprindelss)
Selatyna (wolowa)

Gelgingse (GELafne) | GELafinase /
Gelainase (GELating) / Gelatinasa
(3ELafina) | GELatinasi
Zehamvtion | GELafinas
(GELafinase ! 2elatynaza

non diffusion / no diffuskon |/ keine
tifision / no disidn. nessuna
diffusione { nao difusao / n Bicyuan |
ingen spridning /ingen difusion /
brak dyficj

diffzsion du pigment noir / difusion of
black pigment{ Diffusion der
sefmaren Tusche | dfusian pigment
negro/ diffusione del pigmento nero/
difusé do pigmento negro { Bityu
ki ypuoamey; | spridning av svant
pigment { ¢ifusion af sort pigment/
dyfizja czameqa pigmenty

Dgluome ! D-Glusaze f D-glucnsa/
Dglucosio f D-yhuxdd / D-glukes |
Digiukaza

fermentation - cxydation

(GLUeose)/ fermentation - cvidation
{GLUeose) | Fementation - Cuidation
(L Ukes) Sermentacin-midacion
(GLUe0sa) ! fementazione -
assitiazione (L Ucosio)/ ermentacdo
- uidagdo (GLUcose)  [lpuan -
ofgkuan (povidkac) { Esning -
ouddation (GLUKos) /fementacia -
Ullenianie (ghukozz) (4)

bley - bleu-vert { blue - Blue green/
bl - blaw-grin / azul - azul verdosa
bl - blu-verde f a2l - azul-esverdead
I ot - wunvephono /3 - g
biz - blagran/
nihiesk] - niebiesko-zielony

Jaune- jaune gris  yelow - greyish
yellowr { gelo- gelb grau/
amarilafamaillo gisaceo f giallo -
giallo grigia | amarelo - amarelo
acinzentado /xiipwa - yepifwnd
itpiie [ gul - gragul [ qul - graqul |
Boly - szaro- oy

Cxmannitol/ O-Menwit | D-manitol/ D-
mannialo / D-yavindhn

fesmentztion - cxydation (MANnital)
feamentztion - cxddation (MANnitol)
Femnentafion - Oidation (MANnk)
fermentacion-uidacion (MANial)
fermentazione - ossidazions
(MANritok) | fermentacdo - idacao
(VAN {Cpaonn - oibuin
(kg | jasning - cridation
(MANrite) / fermentacia - tlenianie
(mannital) (4)

blgu - blew-vert f blug - biue green /
bz - blgu-griin / azul - a2l verdozo !
bl - blu-verde azud esierdeado
Kt - suaonpdiane /bl - blagrin/
bla - Blagran  nisbieski - risbiesko-
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TESTEITEET
| TESTER
ESETA EEIE!
TEETER

COMPOBANTS ACTIFE | ACTIVE
INOREDIENTS | AKTIVE
BEZTAMDTEILE | COMPONENTER
ACTIVOE [ SUBBTRATI!
COMPONENTES ACTIVOR
APAITIKA IYETATIEAT AKTIVA
IROREDIENZER | AKTIVE
INDHOLDS2TOFFER | AKTYWNE
SKLADHIK]

QTE/aTY{
MENGE!
CANTIDAD
GTA/QTOT
NOL i MANBD |
MENGDE ]
BTEZENIE}
(mpou. i mphvert. {
mpioup ) mglom. |
gk, | mplarand [

nglarabcia)

REACTIONZ-ENZYMES | REAKTIONE-
EHIYME ! REACCIONES-ENZIMAL /
REAZIONI-ENZIMI | REACGOES.
ENZIIMAZ | ANTIAPATEIL-ENTYMA J
REAKTICHER-ENZYMER /
REAKTIJHNER/ENZYMER /
REAKCJEMENZYMY

REBULTATS /| RESBULTE | ERGEENIBSE | REBULTADOR J RISULTATIY
REZULTADCS [ ANDTEAEIMATA ! REZULTAT / RESULTATER [ WYNIKI

NEQATIF  NEGATIVE | NEBATIV
HEQATIVD J APNHTIFD | NEQGATIVT{
HEQATYWNY

POSITIF [ PORITIVE | PORITIV [
POSITIVG I BETIKO | POBITINT
POZNTYWNY

DHmelinizse | D-Meliviase !
[-melisicsa { D-meligiaso !
D-uehifaln !
D-melibicrs | C-meliniaza

fermentatian - oaydation (MELibiose)/
fermentation - oxidation (MELibicrse) !
fermentaciin-awidacicn (MELibiosa)/
fermentzzione - ossidaziane
(MELibisin} | fermentagdo - midagdo
[MELibicrss) / {{ipwam - afeibwon
(uehifatic) ! jasning - axidafion
[MELibicss) f fermentaca - utlerianie
[meligiczz] (4)
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zigloy

joune [ yellow ! qelb / amarilo  gialke |
irprvo  gul § 2oy
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D-sucrose f D-sachangza

fermentation - wgydation | SACchorose) |
fermentation - cuidation {SACharase) |
fermentcion-axidacicn (SACarsa) f
fermentazione - ossidazione
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(SACaose] Gy - fGuen
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(sacharozz) (4)
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jaure yelkow § gelo | amanll { gialle /
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Drmeligiose | D-melibiosa | D-

melibicsa / D-ueh bl
D-melitios C-meligiaza

fermentatian - oxydation (MELibiose)/
fermentatian - omidation {MELibicrse) !
fermentacian-axidacicn (MELibiosa)/
fermentzzone - ossidaziane
(MELifiosio} { fermentagdo - ciidagdo
[MELibicrs) I {ipwa) - afeibwon
(ehifatinyc) ! jsning - axidafion
[MELibics) { fermentacia - utlenianie
[meligiczz] (4)

bleu - bley-vert / blus - blue green |
blau - blau-grinf a2l - 2zul verdosa/
bl - blu-verde | 2zul-esverdeado/
K - suaampiva bk - Bagran/
bl - bdagren J riebiesk - niebizsho-
zigloy

joune yeliow | gelo | amanila { gialle /
wirpwo/ gul ! 2oity

Amygdaline | Amygdalin | amigdaling /
apuyGakivy ! amygddinf

fammentation - moydation

(AN gdaline) / Fermenizian - Crddation
(ANY gelalin) / fermentacian-cidacion
{ANYgdalina) / famentazions -
pssidazione {AMigdaling) { Fementagio
- idaglo

{AMigdaling) / {iyeoo - ofeiBuwan
(B ivg) jsning { oxidation
{ANIY'gdalin) { fermentaga I utierianie
(amigdalina) {4)

blew - bley-vert / blue - blue green !
blaw - blau-grin/ a2l - 2zul verdosa/
bl - blu-verde | 2zul-esverdeadol
KRV - suaampiva / ok - Hagran/
blz - bagran J riebieski - niebizsho-
ziglory

jaure yeliow § gelo { amanil { gialle /
it/ gulf oty

L-arabingse | L-arabinasa !
L-arabinersio / L-opafndly J L-
arabings | L-arabinoza

fermeniation - moydation
[ARAbinase) / farmentaion - aidation
[ARAkingss | fermentocion-sadacion
(ARAkingsa) f fementazions -
oasidazione [ARAbinsic) {
femmertagd - oidagdo (ARAbinasE) [
{ o ofCeom) {mpapang) f
jisniing - eoddation {ARAbinas) |
fermentiacia - ullenionie (arabinoza) {4)

ble - bley-vert |/ bluz - blus green |
blau - blau-griinf 2zl - 2zul verdosa/
bl - blu-verde | 2zul-esverdeado/
e - kuvarmpie ! bl - blagrin /
bl - bagren J riebieski - niebizsho-
ziglory

jaure yelkow § gelo | amanlla { gialle /
irpwn / gul ! 2oity

{vair nofice du test coydase) | (see oidase test pockage
inzer] ! fsiehe Arbeitsanletung des Cridase-Tests) /
fwer ficha técnica del test de aidasa) |
[vedere scheda fecniza del test ossidasi) |
{pansultar o fohebo infarmative da teste xidase) |
{Beime emihziomo odeyiiv mg effroon; ofnBdong) |
(e bipocimedel far addastest) |
{z2 indleegsseddel for axidose-test) !
(preczytod instruksie do teshu chsydazy)

cytochrome-Crydase | Cytochrom
O¥idase ! citocromo-Cdasaf
citoerome-Ossidosi | Citocroma-Ohidaze
I uEgabian Tou kuroypayaTag
cytokrom-Cadas | eytochrom-Chidase
olesydazn gybochromaa

[rvcar niofice du test oeydase) / |see oxidase test package inser) ! {sighe
Arbeitzanleitung des Oridase-Tests) / fver fich téonica del test de oxidasa) |
[iredere scheda tecrica del test ossidasi)f (consultar o folheto informavo do teste
aidase) ! (Beite eouherone obmywiv g effomg ofpboong) / (se bipacksedsl for
ooidastest] ! (32 indlegeseddel for axidase-test) / (orzeczyiad instrukcje do bestu
oksyazy)
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Annexe 08 : Réalisation de I’antibiogramme.

% Principe :

La réalisation d’un antibiogramme se fait aprés chaque isolement et identification d’un
microorganisme, il est réalisé par la méthode de diffusion en milieu gélosé qui utilise des
disques d’antibiotiques qui sont déposés sur une surface d’un milicu gélosé ensemencé
préalablement avec une culture de la souche a étudier. Cette application de disques permet la
diffusion des antibiotiques d’une maniére uniforme. Aprés incubation, ces disques
s’entourent de zones d’inhibition qui Signifie que la souche n’a pas poussé autour du disque.
La lecture s’effectue par la mesure du diamétre de chaque zone afin que la souche soit

qualifiée sensible, intermédiaire, résistante envers chaque antibiotique.

% Etapes de la technique :

e Préparation de la suspension (inoculum) :

Prélever a I’aide d’une pipette pasteur stérile 3 a 4 colonies bien isolés a partir du
milieu de culture préalablement incubé pendant 24h.

Dissoudre ces colonies dans un tube contenant de 1’eau physiologique stérile puis
homogénéiser a I’aide d’un vortex ou bien manuellement.

Ensemencement sur milieu Mueller Hinton :

Trempage d’un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne jusqu’a ce que
I’écouvillon soit totalement mouillé, ensuite son essorage en le pressant fermement sur
la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum.

Réaliser des stries serrées a 1’aide de 1’écouvillon trois fois successivement en tournant
la boite de pétri de 60° a chaque fois pour bien recouvrir la gélose et avoir un tapis
homogéne sans oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme.

Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur le bord de la gélose.

NB : Dans notre étude on a ensemencé deux ou des fois trois boites de pétri (selon le nombre

d’antibiotique utilisés).

e Dépdt des disques d’antibiotiques :

- Les disques choisis pour pseudomonas aeruginosa sont posés a I’aide d’une pince
stérile. Les disques doivent étre parfaitement appliqués. Une distance doit séparer un
disque périphérique du bord de la boite et deux disques doivent étre éloignés pour que

les zones d’inhibition ne se chevauchent pas.
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- Appuyer légerement avec la pince stérile sur chaque disque sans glissement pour

assurer I’adhésion avec la gélose.

Laisser les boites sur la paillasse pour assurer une pré-diffusion des antibiotiques et ensuite les

boites sont incubées dans 1’étuve pendant 24h a 37C°.
% Lecture :

Apres incubation, il y’a absence ou présence des zones claires autour des disques

ayant des diameétres variables, ce sont des zones d’inhibitions ou de sensibilité. A 1’aide du

pied a coulisse métallique, on mesure ces diamétres afin de déterminer le profil de résistance

de la souche étudie. (Voir annexe 03 et 04).

Les valeurs retrouvées sont ensuite comparées aux valeurs critiques reportées dans la
table de lecture (selon les directives du CLSI) afin de classer la bactérie en fonction des

antibiotiques testés en :

- Souche sensible : le diamétre mesuré se trouve dans la marge de la sensibilité.

- Souche résistante : le diamétre mesuré se trouve dans la marge de la résistance.

- Souche intermediaire : le diamétre mesuré se situe dans la marge de I’intermédiaire.




Résumé
Les affections respiratoires sont des maladies qui affectent le systeme respiratoire, Parmi
les agents causant ces affections, Pseudomonas aeruginosa est une bactérie souvent associée a
des infections pulmonaires sévéres et chroniques. Ce dernier est un pathogene opportuniste
qui peut causer des infections chez les individus immunodéprimés, les patients atteints de
mucoviscidose, les personnes sous ventilation mécanique ou ayant des dispositifs médicaux
invasifs. De plus cette bactérie est connue pour développer une résistance aux antibiotiques ce
qui pose un défi majeur en matiere de traitement médical.
Dans notre étude, nous nous sommes fixés plusieurs objectifs. Nous avons recherché
et caractérisé les souches de Pseudomonas aeruginosa a partir de divers échantillons
respiratoires tels que les crachats, les liquides pleuraux et les drains thoraciques provenant des

malades hospitalisés ou externes. L'identification de ces souches et la détermination de leurs

profils de résistance aux antibiotiques étaient également des aspects clés de notre travail. A la

suite de notre étude, nos résultats sont les suivants :

Une fréquence relativement élevée de Pseudomonas aeruginosa été isolé (48%),
principalement au niveau des expectorations bronchiques. Ces souches ont démontré des
résistances aux antibiotiques touchant toutes les familles d'antibiotiques, principalement les
bétalactamines. Les degrés de résistance varient, avec des pourcentages de résistance de 41%
pour la ticarcilline, 20% pour la pipéracilline, 8% pour I'imipénéme, 6% pour l'aztréonam et
3% pour la ceftazidime. Il est important de noter que la résistance de ces souches est plus
fréquente chez les patients agés de 40 a 60 ans (54%) et chez les hommes.

La résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa représente un défi majeur
dans le domaine de la santé. Pour faire face a cette résistance, il est essentiel d'adopter une
approche de lutte globale et multidisciplinaire, comprenant la surveillance de la résistance,
une utilisation prudente des antibiotiques, la mise en ceuvre de mesures de prévention des
infections, la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques, ainsi que l'exploration

de thérapies alternatives.

Mots clés: Infections respiratoires, Pseudomonas aeruginosa, facteurs de virulence,

résistance aux antibiotiques, mécanismes de résistance, CHU de Tizi Ouzou.




Summary

Respiratory conditions are diseases that affect the respiratory system. Among the
causative agents of these conditions, Pseudomonas aeruginosa is a bacterium often associated
with severe and chronic lung infections. The latter is an opportunistic pathogen that can cause
infections in immunocompromised individuals, patients with cystic fibrosis, people on
mechanical ventilation or with invasive medical devices. In addition, this bacterium is known
to develop resistance to antibiotics, which poses a major challenge in terms of medical
treatment.

In our study, we set ourselves several objectives. We searched for and characterized

the strains of Pseudomonas aeruginosa from various respiratory samples such as sputum,
pleural fluids and chest drains from hospitalized or outpatients. Identifying these strains and
determining their antibiotic resistance profiles were also key aspects of our work. As a result
of our work, our results are as follows:
A relatively high frequency of Pseudomonas aeruginosa was isolated (48%), mainly from
bronchial sputum. These strains demonstrated resistance to antibiotics affecting all families of
antibiotics, mainly beta-lactams. Degrees of resistance vary, with resistance percentages of
41% for ticarcillin, 20% for piperacillin, 8% for imipenem, 6% for aztreonam, and 3% for
ceftazidime. It is important to note that the resistance of these strains is more frequent in
patients aged 40 to 60 years (54%) and in men.

Antibiotic resistance of Pseudomonas aeruginosa represents a major challenge in the

field of health. To deal with this resistance, it is essential to adopt a comprehensive and

multidisciplinary control approach, including resistance monitoring, prudent use of
antibiotics, implementation of infection prevention measures, research and development. New

antibiotics, as well as the exploration of alternative therapies.

Keywords : Respiratory infections, Pseudomonas aeruginosa, virulence factors, antibiotic

resistance, resistance mechanisms, Tizi Ouzou University Hospital




