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Résumé :

Au cours des dernieres décennies, Pseudomonas aeruginosa s’est imposé comme un pathogéne
hospitalier majeur, responsable d’un nombre important d’infections remarquables par leur

séveérité.

Le biofilm formé par P. aeruginosa est souvent responsable des infections associées aux soins
a cause de sa capacité de coloniser les surfaces des dispositifs médicaux tels que : les cathéters

et les sondes urinaires.

L’objectif de notre mémoire est de faire une synthése des résultats des différents études réalisés
en Algérie pour montrer la capacité des souches Pseudomonas aeruginosa a produire de biofilm

a partir de différentes méthodes in vitro.

Cette bactérie opportuniste, montre une capacité de résistance a la plupart des antibiotiques
utilisés et elle est capable d’infecter un large spectre d’hotes, sa pathogénicité repose sur un

arsenal complexe constitué de facteurs solubles et d’attributs cellulaires.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa, Biofilm, cathéters, sondes urinaires.
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Summary:

Biofilms are structured communities of microorganisms attached to a surface; appear to be the
key element of many infections. The latter can form on living tissue as it forms on medical

devices.

The biofilm formed by P. aeruginosa is often responsible for infections associated with care
because of its ability to colonize the surfaces of medical devices, which in our case study are

catheters.

The objective of our thesis is to summarize the results of the various studies carried out in
Algeria to show the ability of Pseudomonas aeruginosa strains to produce biofilm using

different in vitro methods.

This opportunistic bacteria, shows a capacity for resistance to most antibiotics and is cabal of
infecting a broad host range, its pathogenicity based on a complex arsenal consisting of soluble

factors and cell attributes.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Biofilm, catheters, urinary catheter.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa occupe une place majeure et considérable dans les établissements
de santé¢ (Alyajouri, 2012). Elle est responsable d’infections nosocomiales graves,
d’infections potentiellement mortelles chez les personnes immunodéprimées et d’infections
chroniques chez les patients atteints de mucoviscidose (Ben Haj Khalifa et al, 2011). La
fréquence des infections a bacille pyocyanique s’accroit toujours et régulierement en milieu

hospitalier (Diarra, 2009).

P. aeruginosa, comme d’autres bactéries a Gram négatif, produit des agrégats structurés ou
biofilms maintenus par une matrice protectrice (khalilzadeh, 2009). Les biofilms sont
responsables d’un large éventail d’infections chez ’'Homme. En effet, 65 % des infections
bactériennes sont dues a des biofilms et plus de 80 % des infections bactériennes chroniques

sont associées a la présence de biofilms (Chalvet, 2009).

Le biofilm est important dans la pathogénie de P. aeruginosa car il lui permet de persister sur
les dispositifs médicaux implantables et de constituer un réservoir, notamment dans les
hdpitaux et de résister aux antibiotiques et aux désinfectants. Il est directement impliqué dans
la pathogénicité de P. aeruginosa, dans la mucoviscidose et les infections sur matériels

médicales (Méar, 2014).

Un certain nombre de méthodes sont disponibles pour détecter la production de biofilm in
vitro parmi lesquels la méthode de la détection par plaque de culture de tissus (TCP) et la

méthode de culture sur milieu au rouge congo (RCA) (Djelloul Daouadji, 2010).

Le présent travail a pour 1’objectif de réaliser une synthése des résultats des différentes études
réalisées en Algérie pour détecter la formation de biofilms in vitro chez divers isolats
cliniques de P. aeruginosa, I’une des bactéries les plus étudiées dans le contexte de biofilms,
en appliquant différents méthodes couramment décrites dans de nombreux travaux sur les
biofilms. Par ailleurs, 1’étude des profils d’antibiorésistance des souches isolées a été
effectuée en testant une gamme d’antibiotiques, les plus fréquemment prescrits lors des

infections a P. aeruginosa.
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Synthese bibliographique

Chapitre I : les infections associées aux cathéters vasculaires.
1- Définition :

Le cathéter (vient du grec kathiénai, plonger) est un tube de longueur variable, de calibre
millimétrique, flexible ou rigide, en métal, verre, gomme, caoutchouc ou matiere plastique,
destiné a étre introduit dans un canal, un conduit, un vaisseau ou un organe creux pour

I’explorer, injecter un liquide ou vider une cavité (Garnier et al., 2004).

Présence de micro-organismes a la surface interne et/ou externe du cathéter responsable d'une

infection locale et/ou générale (Bleichner et al., 1994).
2- Les différents types cathéters vasculaires :

On distingue deux grandes catégories de cathéters (Figurel) :

% Les cathéters courts : qui se divisent en canules et en épicraniennes. Ils sont utilisés pour
réaliser la pose d’un abord veineux périphérique.

« Les cathéters longs : avec les cathéters standards, cathéters multi-lumieres, cathéters a
manchon, cathéters de Swan-Ganz, cathéters d’hémodialyse et cathéters a chambre
implantable. Ils sont utilisés pour réaliser la pose d’un abord veineux central (Rahandi,

2013).

Figure 1 : Différents types de cathéters vasculaires (Frank et al., 2017).

Page 2
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3- Physiopathologie :

3-1-Les principales voies de contamination des cathéters :
Trois méthodes de contamination des cathéters ont été identifies :
= Contamination de la face externe du cathéter :

Elle peut survenir au moment de la pose du cathéter. Toutefois, le plus souvent, on observe
une colonisation sous-cutanée secondaire du cathéter. Dans les deux cas, la contamination se
fait a partir de germes provenant du point d’entrée cutané du cathéter. Cette flore peut étre la
propre flore cutanée du patient ou une flore ayant colonisé son revétement cutané (mains du

personnel soignant).

Cette voie de contamination dite extra-luminale serait la plus fréquemment rencontrée.

(Florence et al., 2010).

eContamination de la lumiére interne du cathéter :

Elle survient lors des manipulations des raccords a I’occasion des divers branchements, ceux-
ci étant colonisés soit par la flore cutanée du patient par contiguité, soit par le personnel
soignant. Cette voie de contamination dite endo-luminale serait surtout en cause avec les
cathéters centraux de longue durée et, en particulier, ceux pour nutrition parentérale,

chimiothérapie et hémodialyse (Florence et al., 2010).

eColonisation de la portion intra-vasculaire du cathéter :

La contamination du cathéter se fait a distance du cathéter, a partir d'un foyer infectieux
profond. Ce mode de contamination est le plus rare des trois (Pourreau, 2008). La figure 02

Représente schématiquement 1’ensemble des voies de contamination des cathéters.
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Figure 2 : Cathéter vasculaire : principales voies d’acquisition des microorganismes

(Espinasse et al., 2010).
4- Epidémiologie :

Quel que soit I'abord veineux considéré, périphérique ou central, le probléme est préoccupant
en pratique quotidienne de par sa prévalence et la morbidité qui lui est associé¢e. Les
infections sur cathéter représentent 18 a 25 % des infections nosocomiales (selon Dr Eric
LOPARD, médecin-anesthésiste-conseil). Par ailleurs, 80 % des infections nosocomiales
systémiques surviennent chez des patients cathétérisés. La mortalité dans ce contexte est en
moyenne de 6 %, jusqu'a 20 % dans les services de réanimation. L’incidence d'infections par
"n; 4 4 " r... . . 0

journée cathéters" est supérieure pour les voies veineuses centrales (3,3 %) par rapport aux

voies veineuses périphériques (1,3 %) (Lopard, 2018).
5- Facteurs de risque des infections associées aux cathéters vasculaires :

La détermination des facteurs liés a la mise en place de cathéter tels que les conditions de

placement et de I'expérience de l'opérateur, site d'insertion choisi, les matériaux de cathéter et
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ceux liés a son utilisation : la durée cathéter, la fréquence et les conditions de traitement de la

ligne intraveineuse (Maki et al., 2006 ; Safdar et al., 2002).

Flores cutanées
& mécanisme de
colonisation du
cathéter

Manipulations
& solutés

RISQUE INFECTIEUX
lié au cathétérisme veineux

Nature et
caractéristiques
du cathétérisme
et du cathéter

Interactions
bactéries/biomatériaux

Figure 3 : Cinqg principales composantes des risques infectieux liés aux cathéters (C.clin,
2001).

6- Prévention :
Les infections sur cathéters sont majoritairement d’origine exogéne. C’est donc pour ce type
d’infections associ€ées aux soins, considérée comme « évitables », que I’efficacité des
programmes de prévention est attendue tels que :
eRestreindre la pose d’un cathéter vasculaire aux indications pertinentes et en limiter la durée
par une réévaluation fréquente.
eFormer les professionnels qui insérent et entretiennent ces cathéters vasculaires.
eRespecter les conditions d’asepsie recommandées pour la pose et pour la manipulation et

particuliérement la désinfection des mains (Carriére et Marchandin, 2001 ; Florence et al.,

2010 ; Lebeaux et al., 2014).
Chapitre I : Pseudomonas aeruginosa.
1- Généralité :

P. aeruginosa a été découvert en 1882 par Carle Gessard, c’est une bactérie & Gram négatif de

la famille des Pseudomonadaceae. Elle est aussi appelée bacille pyocyanique (Gessard,
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1984). P. aeruginosa est responsable d’infections graves communautaires et surtout
nosocomiales (Figure 4). Cette espéce, se distingue par sa grande adaptation aux différentes
conditions environnementales, par sa capacité a acquérir des résistances aux antibiotiques

(ATB) et par la diversité de ces facteurs de virulence (Mérens et al, 2013).

P. aeruginosa est donc considéré comme I’exemple type des bactéries pathogenes
opportunistes et pratiquement inoffensives chez 1’individu sain (Stoveret al., 2000) (Plesiat,

2008).

Figure 4 : Pseudomonas aeruginosa (Aissa, 2012).

2- Classification :

Le genre Pseudomonas regroupe plus de 140 especes dont les principales sont :
Pseudomonas aeruginosa (espece type), Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas mendocina....

La famille des Pseudomonadaceae appartient au vaste groupe des bacilles a Gram négatif non

fermentants (Denis, 2007).

P. aeruginosa est ’espece type du genre Pseudomonas. Sa taxonomie est présentée dans le

tableau 1 :
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Tableau 1 : Taxonomie de Pseudomonas aeruginosa (Chaker, 2012).

Reégne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espece P. aeruginosa

3- Caractéres morphologiques :

Pseudomonas aeruginosa est un bacille Gram négatif en forme de batonnet, de 0.5 a 0.8 um
de diametre sur 1 a 3um de long. Mobile grace a un flagelle polaire généralement unique,
dépourvu de spores et de capsules. La paroi du bacille pyocyanique est ; caractéristique de
celle des bactéries a gram négatif (Sadolff et Artenstein, 1974). Elle est constituée d’une
membrane externe et d’un espace péri plasmique et du peptidoglycane. La membrane externe
est une bicouche asymétrique constituée du lipopolysaccharide (LPS) et de phospholipides
(PL) ou se trouvent de nombreuses protéines telles que les porines qui assurent la diffusion de

divers types de molécules a travers la membrane externe (Pages, 2004).
4- Caractéres culturaux :

C’est une bactérie hautement versatile dotée d’une grande adaptabilité nutritionnelle et
métabolique, par conséquent, elle peut étre isolée en culture sur milieu ordinaire ou sur milieu

rendus sélectifs par addition d’inhibiteurs tel que le cétrimide (Essoh, 2013).
Les cultures dégageant une odeur caractéristique de raisin ou seringa in vitro (Khalilzadeh,
2009 ; Essoh, 2013) et il existe trois types de colonies de P. aeruginosa :

v" Les colonies larges : sont grandes, rugueuses convexes et lisses.
v" Les colonies muqueuses : sont bombées, opaques visqueuses, filantes ou parfois

coulantes. Elles possédent une pseudo-capsule constitue d’alginate.
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v Les colonies Sm (Small) : sont rondes petites, convexes et lisses (Touati, 2013).

La Figure 5 représente les différents aspects de colonies de P. aeruginosa.

- == “Colonies ‘M’

Colonies'la ’

Figure 5 : Les différents aspects de colonies de P. aeruginosa.

https://slideplayer.fr/slide/1297924/

5- Caractére biochimique et métabolique :

P. aeruginosa présente un métabolisme oxydatif (non fermentant), réduit généralement les
nitrates au-dela des nitrites (Delarras, 2007) et produit de I’ammoniac a partir la de la

dégradation de I’acétamide (Pecastaings, 2010).

Elle donne des réponses positives pour les tests : catalase, oxydase, ADH, citrate de Simmons,
et la gélatinasse et des réponses négatives pour les tests suivants : LDC, ODC, indole, B-

galactosidase (Diarra, 2009 ; Touati, 2013).
6- Pouvoir pathogéne :

Les Pseudomonas se comportent comme des agents opportunistes chez I'"homme, comme chez
les animaux, l'espece la plus importante est P. aeruginosa ou bacille pyocyanique découvert
par (Gessard, 1882). Chez des individus immunodépressifs elle peut étre la cause de diverses
infections cutanées et viscérales voire méme de septicémie. Elle comporte un risque
particulierement élevé d'infections nosocomiales (contractées par l'intermédiaire de soins en
milieu hospitalier). Elle se retrouve en flore de transit sur la peau et les muqueuses et causes
des surinfections de plaies ou briilures. Les autres especes sont peu agressives par eux-mémes
mais se comportent en générale comme germes opportunistes profitant de conditions
anormales d’implantation chez les individus débilités, créant des flores de substitution ou des
infections grave par introduction accidentelle dans 1’organisme (cathétérisme, sondage,...)

(Emmanuelle et E1 Amari, 2004).
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Chapitre I1I : Formation de biofilm :
1-Définition :

Un biofilm est un ensemble de microorganismes, soit de la méme espece, soit d’espece
différentes, qui vivent en symbiose et forment une communauté. Il constitue un ensemble de
cellules isolées et de micro colonies de cellules filles, associés entre elles et/ou au surfaces

(Alain Branger et al, 2012).

Les biofilms sont des communautés microbiennes complexes capables de synthétiser et de
sécréter une matrice protectrice en se liant fortement a un support (ex : un tissu) (Phillips et

al., 2010).
2-Etapes de formation des biofilms :

Les différentes ¢tudes montrent que les biofilms se forment de la méme maniere quel que soit
l'environnement qu'ils colonisent (John et al., 2006 ; Costerton et al., 1987). La formation
du biofilm est composée de cinq étapes (Steven et al., 2000 ; John et al., 2006 ; Characklis
et al., 1990 ; Lappin-Scott et Costerton, 1995) qui sont les suivantes (Figure 6) :

a. L’adhérence réversible.

b. L’adhérence irréversible.

c. Le développement précoce du biofilm.
d. La maturation du biofilm.

e. Le détachement des bactéries.

= \Dispersion active
Bactéries \
planctoniques

Dispersion .— @ \
= v 5 0 Bf
5 ot (RN \
N\

Adhérence Adhérence Microcolonie Biofilm mature

réversible irreversible

Figure 6 : Principales étapes de la formation des biofilms (Lebeaux et Ghigo, 2012).

Page 9



Synthese bibliographique

2-1-L’adhérence réversible :

En milieu liquide ou expos¢ a I’humidité, les bactéries planctoniques s’approchent d’une
surface solide par mouvement brownien, par sédimentation ou par mobilité active (présence
de flagelles). Elles s’y attachent de maniére réversible par des interactions non spécifiques,
¢lectrostatiques et ¢lectrodynamiques. Cette ¢étape est influencée par des conditions
environnementales impliquant le pH, I’osmolarité du milieu, la température, la concentration
en oxygene et en nutriments et I’hydrodynamique du fluide (Beloin et al., 2008). L’adhérence
des bactéries est également influencée par la nature de la surface, notamment sa rugosité et
son hydrophobicité (Figure7). Les bactéries adherent plus facilement sur une surface

rugueuse, hydrophobe et non polaire (Beloin et al., 2008).

Figure 7 : Attachement des cellules (Revellin, 2001).
2-2- L’adhérence irréversible :

Dans un deuxiéme temps, 1’adhésion devient irréversible grace a la sécrétion d’exo-polymeres
par les bactéries permettant de consolider leur fixation au support (Figure8). Dans ce cas des
interactions fortes s’établissent entre la bactérie et la surface avec des liaisons de type

hydrophobe (Bellifa, 2014 ; Branger et al., 2007).
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Figure 8 : Expression des génes pour la synthése des polymeéres de la matrice (Revellin,

2001).
2-3-Le développement précoce du biofilm :

Les bactéries se multiplient lentement et continuent de produire des exopolysaccharides
(Figure 9). Elles s’agrégent entre elles et forment des microcolonies, qui sont protégées par la

matrice exopolysaccharidique (Jacolosen et al., 2008).

Figure 9 : Coordination entre cellule grace aux molécules de signalisation (Revellin, 2001).

2-4 -La maturation du biofilm :

L’architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation des canaux aqueux et
de pores entre les microcolonies, permettant I’acheminement d’oxygeéne et de nutriments
nécessaires a la croissance des micro-organismes, ainsi que I’élimination des déchets (Filloux
et Vallet, 2003 ; Tenke et al., 2006). La production et la sécrétion d’enzymes ou de toxines

provoque la dégradation des tissus environnants de I’hote et permet ainsi la libération de
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nutriments (Jacobsen et al., 2008). Un biofilm est approximativement constitué¢ de 85 % de
matrice extracellulaire et de 15 % de micro-organismes (Behlau et Gilmore, 2008). La
matrice extracellulaire est principalement constituée d’eau (97 %) et inclue également des
polymeéres d’exopolysaccharides, des protéines, des acides nucléiques (Figure 10), des

phospholipides, des nutriments et des métabolites (Beloin et al., 2008).

Figure 10 : Protection contre les agents antimicrobiens (Revellin, 2001).
5-2 -Le détachement des bactéries :

Le détachement de cellules du biofilm intervient lorsque les conditions environnementales
deviennent défavorables : limitation de la disponibilité en oxygeéne dans des biofilms épais,
apparition de forces de cisaillement dues aux conditions hydrodynamiques, diminution de la

concentration ou modification de la nature des nutriments disponibles (Sauer et al., 2002).
La dispersion du biofilm se fait selon trois étapes (Kaplan, 2010) :

» Détachement des cellules de la colonie du biofilm.

» Translocation des cellules vers un nouvel emplacement.

» Fixation des cellules a un substrat dans le nouvel emplacement.

Les formes planctoniques ainsi libérées peuvent conserver des caractéristiques du biofilm,
comme |’antibiorésistance (Chalvet, 2009).

Les cellules de biofilm détachées peuvent étre rattachées a d'autres parties de la surface de la
sonde et ensemencer l'urine et la vessie avec des agents pathogenes qui peuvent entrer dans la

circulation systémique et provoquer des infections sanguines (Fisher, 2011).
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Figure 11 : Destruction du biofilm et relargage des cellules (Revellin, 2001).
3- Les facteurs influencant la formation du biofilm :

Il existe plusieurs facteurs influengant la formation de biofilm qui représente dans le tableau
suivant :

Tableau 2 : Facteurs influengant 1’attachement de cellules et la formation d’un biofilm

(Donlan, 2002).
Propriétés du substrat Propriétés du milieu Propriétés des cellules
(support) aqueux environnant
-Texture et rugosité: plus | -Vitesse, présence d’un | -Hydrophobicité de la
une surface est rugueuse, plus | flux laminaire ou non. surface des cellules.
la colonisation de cette surface
par des microcolonies est -Présence de fimbriae.
importante. -PH.
-Présence de flagelles.

-Température. -Role des structures
-Hydrophobicité. Polymériques

-Cations (Ca2+, Na2+, | extracellulaires
-Présence préalable d’un film | Fe3+...) [Fer], | d’exopolysaccharides.
protéique recouvrant la | [nutriments].
surface : ceci influence
’attachement de bactéries a sa | -Sources de carbone et
surface, et favorise la | d’oxygéne.
formation de biofilm.

-Présence d’agents

antimicrobiens
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4- Régulation de la formation des biofilms : le quorum sensing.
4-1- Définition et mécanismes :

La formation d’un biofilm est contrdlée par des mécanismes de quorum sensing. Le Quorum
Sensing (QS) est un mécanisme régulateur trés répandu parmi les bactéries & Gram négatif. 11
contrle la sécrétion de facteurs de pathogénicité, la formation de biofilm, le mécanisme de

conjugaison et la bioluminescence (Miller et Bassler, 2001).

Il s’agit de mécanismes de contrdle des processus ayant lieu au sein des cellules, matérialisés
par des signaux de cellules a cellules, et dépendant de la quantité de cellules présentes : on
parle de mécanismes de perception du quota. Ces mécanismes sont basés sur le principe de
masse critique (Costerton et al., 1999). Une fois que les signaux atteignent une valeur seuil
(valeur critique), des régulateurs transcriptionnels sont activés et exercent un controle sur des
genes spécifiques (Costerton, 1999). La nature et la fonction des molécules signalant les
échanges de cellule-a-cellule changent a partir d'une concentration donnée des bactéries

(Costerton, 1999).
5-L'intervention des biofilm dans le domaine médical:

Les biofilms sont responsables d’un large éventail d’infections chez I’homme. En effet, 65 %
des infections sont dues a des biofilms. Plus de 80 % des infections bactériennes chroniques

sont associées a la présence de biofilms (Chalvet, 2009).

La formation des communautés sessiles et leurs résistances inhérentes aux agents
antimicrobiens sont la base de plusieurs infections bactériennes persistantes et chroniques.

Ces infections peuvent étre causées par une seule espéce ou d’especes mixtes de bactéries ou
de moisissures (Costerton et al., 1999).

5-1 -Les biofilms sur les dispositifs médicaux :

Des biofilms peuvent se former a la surface ou a lintérieur de dispositifs médicaux

implantés :

>

K/
*

Lentilles de contact.

D)

>

K/
*

Cathéter veineux central(Figurel2).

D)

K/
*

% Pace-makers.
% Cathéters de dialyse péritonéale.

s Sondes urinaires.
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82% des infections nosocomiales sont dues a la présence d’implants médicaux contaminés

(Archibald et Gaynes, 1997).

298150

Figure 12 : Formation du biofilm sur un cathéter (Jonesa et al., 2005).
6-Formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa :

Les biofilms formés par P. aeruginosa sont caractérisés par un complexe bactérien, tres
structuré. Ils sont initiés par l'attachement d'une cellule planctonique unique sur une surface

(Vallet et al., 2001).

La capacit¢ de P. aeruginosa a former un biofilm lui confeére plusieurs caractéristiques
importantes, dont une augmentation importante de la résistance aux antibiotiques (Brooun et
al., 2000),ainsi que aux mécanismes de défense de I'hote et par conséquent sont difficiles a
¢radiquer. Les biofilms contribuent vers la pathogénicité de P. aeruginosa et conduisent
souvent a des infections persistantes et récurrentes. La croissance de P. aeruginosa commence
sous la forme de microcolonies, qui fusionnent ensuite pour former des biofilms (Mittal et

al., 2009).
Chapitre 4 : Les Antibiotiques :
1- Définition :

Les antibiotiques sont des substances élaborées par des micro-organismes, ou des substances
synthétiques, qui sont bactériostatiques ou bactéricides a dose faible. Leurs cibles d’activité

sont des structures moléculaires spécifiquement bactériennes (Avril et Fauchere, 2002).

Page 15



Synthese bibliographique

2- Classification des antibiotiques :
La classification des antibiotiques peut se faire selon :

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

synthétique).

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

acides nucléiques.

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

étroit ou large).

-Nature chimique : treés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle

B lactame) sur laquelle il y a hémi synthése.

La classification selon la nature chimique nous permet de classer les antibiotiques en familles

(B- lactamines, aminosides, tétracyclines.....etc.) (Auckenthaler, 1995).

Tableau 3 : Principales familles d’antibiotiques (Mendeci et Mihoubi, 2015) :

/ familles Sous -familles Molécule(s)

Pénicilline G

Pénicillines Oxacilline et cloxacilline
(groupe M)
Inhibiteurs de la Béta- Ampicilline et Amoxilline
synthése des | lactamines
enveloppes (groupe A)
bactériennes

Céfalotine, Céfalexine

Céphalosporines | (1%°géniration)

Céfalonium

(2°megéniration)

Céfopirazone, Cefteofur

(3%m°géniration)

Cequinome (4°™géniration)
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Polypeptides / Colistine
Bacitracine
Inhibiteurs de la Aminoside / Streptomycine, Kanamycine,
synth.ése des Apramycine, Gentamicine,
proteines Spe-ctinomycine
Macrolides / Erythromycine, Spiramycine,
Tylosine, Tilomicosine
Inhibiteurs de la | Apparentés Linecosamides | Linecomycine, Clindamycine
synthese  des aux
protéines macrolides
Tétracyclines / Chlortétracycline, Oxytétrac-
ycline, Doxycycline
Phénicols / Florfénico, Chloramphenicol
Thiamphenicol
Inhibiteurs de la Sulfamides / Sulfaguanidine, Sulfadimétho-
synthese de I’acide xine....sulfadimidine
folique
Inhibiteurs de la Acides nalidixique et
synthese des ) Oxolinique
acides nucléiques Quinolones / , o
(1°°géniration)
Fluméquine (2°™géniration)

Enro-, Dano-, Marbo-,
difloxacine (3™°géniration)

3-Mode d’action :

Dans les cellules bactériennes plusieurs types de cibles se sont montrées particulierement

vulnérables a I’action des antibiotique (la paroi,

ribosomal...etc) (Nauciel et vilde, 2005 ; karp, 2010).

la. membrane plasmique, I’ARN

Cependant, chaque famille possede son propre site d’action (Figurel3) :

» Action sur la paroi bactérienne.

> Action sur la structure de la membrane.
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» Action sur la synthése protéique.

» Action sur la synthése de I’ADN (Abdelouahabi et Djeddaoui, 2019).

Colimycine
Dapiomycine
(‘D Inhibition de la synthése ((2) Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne la membrane cytoplasmigue
rl

Béta-lactanunes \1,---;-____'—'—- —— ’ =

(_ii\'L‘nln_‘pLh]'.:N__.--"//’T-"'- E

Fosfomycine/ | /

@ Inhibition de la @ : '. _.'? =
synthése protéique : I:I:E::Ee dﬁﬂ:gN
¥

Aminosides-Macrolides
Teétracyclines-acide fusidique @ Autres mécanismes Quinolones
Linézdlide- chloramphénicol Rifampicine, sulfamides =

Figure 13 : Cible des principaux antibiotiques (Mainardi, 2015).

4-Mécanisme de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques:

P. aeruginosa multi résistant aux antibiotiques possede deux types de résistances (Faure et

al., 2009).
4-1-La résistance naturelle :

P. aeruginosa présente un niveau trés ¢levé de résistance naturelle aux nombreux ATB
comme : pénicilline du groupe A (ampicilline et dérivés), céphalosporines de premicre et
deuxieme génération, chloramphénicol et triméthoprime (Diarra, 2009) par différents

mécanismes :

e M¢édiocre perméabilité de la membrane externe.

¢ Production d’une B-lactamase a large spectre.

o Systemes d’efflux (Cattoen, 2009 ; Elyajouri, 2012 ; Dubois, 2013).

4-2-La résistance acquise :

Elle est trés fréquente et résultante de I’accumulation de mécanismes de résistances liées a des

mutations chromosomique et a I’acquisition des genes transférables. Ces mécanismes sont :
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e L’imperméabilité accrue de la membrane externe (sélective ou non sélective par
modification des porines) : est due a une mutation qui affecte la structure ou diminue la

syntheése des porines par laquelle I’ATB peut pénétrer dans la bactérie (El abdani, 2016).

¢ L’hydrolyse enzymatique : ce produit par production des enzymes capables d’hydrolyser

ou d’inactiver des ATBs (Saadaoui, 2008).

e La surexpression de ’efflux actif : Mécanisme d’efflux réside sur ’excrétion de ’ATB
par des pompes a protons, il s’agit d’un mode de résistance intrinséque des bactéries. Il résulte
de la surexpression des transporteurs par mutation qui est due a I’exposition aux ATBs (EL
Brahmi, 2013).

e La modification de cible: Modification de la cible engendre des modifications
quantitatives ou qualitatives de la cible de I’ATB (EI Bouamri, 2017). Il en résulte une baisse
de l’affinit¢ de I’ATB pour son site d’action (Konare, 2018 ; Cattoen, 2009 ; Elyajouri,
2012 ; Dubois, 2013).
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Le théme de notre étude c’est « évaluation de formation de biofilm par Pseudomonas
aeruginosa isolées de différents cathéters », ce qui nécessite a réalisé la pratique au niveau de
laboratoire de microbiologie —Centre Universitaire Nadma, et ainsi de réaliser des
prélévements a partir des cathéters de différentes patients hospitalisés, aux différents services

de I’hdpital de Nadma.

Mais a cause de dissémination de covid-19 qui balaie le monde et I’acces interdit a 1’hopital
pour réaliser les prélevements a tester pour lancer la pratique, pour cela nous avons décidé de
faire une synthése des résultats des différentes études réalisées en Algérie, qui ont travaillé

dans le méme theme.
Les quatre études choisies dans notre mémoire sont comme suivant :

4+ Pseudomonas aeruginosa : Facteurs de virulence et évaluation de la résistance aux

béta-lactamines et aux quinolones. Présent¢ par : Meradji Samah, 2017.

4+ Evaluation de formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus

aureus 1solées de CHU Tlemcen.Présenté par : Chibi Amina, 2015.

4+ Formation de biofilm in vitro par des souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa

isolées de sondes urinaires. Présenté par : Madouri Manel, 2017.

4+ Recherche de biofilms mixtes sur implants médicaux. Présenté par : Derardja Asma

Messaadia Soulaf, 2018.

Page 20



Materiel et Méthodes

1-Prélévements :

Les prélévements « cathéters, sondes urinaires » sont effectués a partir les patient hospitalisés
au différents service : les blocs opératoires, service de réanimation, les services de pneumologie,
d’infectiologie, d’hématologie et le service d’ORL, et au sein de laboratoire de Bactériologie,
service de chirurgie d’Etablissement Hospitalier Spécialisé mére-enfant (EHS) et service des

urgences. Dans différents périodes.
2-Ensemencements :

Ensemencements des différents prélévements sont réalisés sur des différents milieux sélectifs :
- Le milieu Mac Conkey : permet d'isoler les bactéries a Gram négatif, grace a l'action des deux

inhibiteurs le cristal violet et les sels biliaires (Biokar, 2009).

- Le milieu gélose au sang cuit (au chocolat), le milieu Bouillon coeur cervelle (BHIB) et le

milieu gélose nutritive. Les boites ensemencées sont incubées a 37°C pendant 18-24 heures.
3-Isolement et purification :

Apres incubation des deux milieux sélectifs ensemencés, il a été procédé a la purification des
colonies bactériennes par réisolement sur les mémes milieux sélectifs afin d'obtenir des souches
pures pour entamer I’identification. Les colonies sont repérées selon leurs aspects et leurs

morphologies.
4-1dentification de Pseudomonas aeruginosa :

La figure 14 présenté les étapes d’identification de Pseudomonas aeruginosa :
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Figure 14 : Différents étapes d’identification des bactéries.
4-1-Examen macroscopique des cultures :
L’observation macroscopique a été réalisée apres 24 heures d’incubation a 37°C.
Elle permet d’observer la taille, la forme, la couleur, I’aspect et la pigmentation des colonies.
4-2- Examen microscopique :
4-2-1- Coloration de Gram :

La coloration de Gram est une coloration différentielle permettant de classer les bactéries en
deux groupes selon la structure de leur paroi en : Bactéries a Gram négatif (Figure 15) et a
Gram positif (Dennis, 2007).
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Figure 15 : Les bacilles Gram négatif de Pseudomonas aeruginosa a objectif 100X

(Darghout et Metheni, 2016).
4-2-3- Les tests biochimiques :
4-2-3-1- La recherche de ’oxydase :

Ce test est employé couramment pour I’identification des bacilles a Gram négatif. A I’aide
d’une pipette pasteur boutonné, une partie de la culture est étalée sur un disque oxydase (Figure
16). La réaction est considérée comme étant positive apres apparition d’une couleur violette.

Les cultures de P. aeruginosa présentent une réaction d'oxydase positive.

Tache violette

Figure 16 : la recherche ’oxydase chez Pseudomonas aeruginosa (Darghout et Metheni,

2016).
4-2-3-2-La recherche de catalase :

La catalase est une enzyme qui a la propriété de décomposer I'eau oxygénée (H202) avec
dégagements d'oxygene (Figure 17). Sur une lame stérile, on dissocier une anse de culture dans

une goutte d'eau oxygénée a 10 volumes. La réaction positive se traduit par l'effervescence.
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2 H20,==-~1>2H,0 +0,

Bulles d’air

Figure 17 : la recherche de catalase (Darghout et Metheni, 2016).
4-2-3-3 - La galerie API 20 NE :
> Principe :

API 20 NE est un systéme standardis¢ pour I’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.
On inocule chaque tube avec la suspension bactérienne a identifier, Certains des puits auront
des changements de couleur résultants des différences de pH qui se traduisent par des virages
colorés ; d’autres produisent des sous-produits qui doivent étre identifiés avec des réactifs. Un

numéro de profil est déterminé d’apres la série de tests (+ et -), qui permet d’identifier I’espéce.

> Technique :

- Préparation de I’inoculum : Faire une suspension bactérienne, une seule colonie prélevée sur
un milieu gélosé met dans une ampoule d’API NaCl 0.85% Medium ou dans un tube d’eau

distillée stérile, en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le milieu.
- L’inoculation de la Galerie API 20 NE :

- Remplir uniquement les tubes des tests NO3 avec la suspension bactérienne.
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- Créer une anaérobiose dans les tests : GLU, ADH, URE en remplissant leur cupule avec I’huile

de paraftine.

- Remplir les tubes et les cupules des tests : GLU a PAC avec la suspension bactérienne.
- Refermer la boite d’incubation et la placer a 35-37°C pendant 18 a 48 heures.

> Lecture :

Les Réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés,

sauf certaines sont révélées par I’addition de Réactifs :
- Test NO3 : NIT I + NIT II.
- Test TRP : Réactif de Kovacs.

Noter les résultats et comparer les réactions avec le tableau de différentiation (Annexe N°1).

Figure 18 : Galerie API 20 NE (Bouab et Taibi, 2020).

5- Conservation des souches :

Toutes les souches identifiées sont conservées en double réplique sur une gélose nutritive

inclinée +4°C.
6- Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques :

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d'une souche

bactérienne vis-a-vis d'un ou plusieurs antibiotiques a concentrations connues.
-Principe :

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards sont les plus utilisées par les

laboratoires de diagnostic. Des disques de papier buvard imprégnés d’antibiotiques a tester sont
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déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface d’un milieu Muller-Hinton, préalablement

ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier.
-Technique :

-Réalisation d’une suspension :
A T’aide d’une pipette Pasteur stérile, on préléve une colonie bien isolée d’une culture de 18h a
24h, puis décharger la pipette dans un tube qui contient de I’eau physiologique. La

concentration de la suspension doit étre équivalente a 0.5 McFarland.
-Ensemencement :

L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de I’inoculum. Il est
réalisé par le trempage d’un €couvillon stérile dans la suspension bactérienne ensuite on I’essor
en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum. Enfin,
I’ensemencement est réalisé par le frottage de 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée
de la boite de Pétri.

Cette opération se répete deux fois en tournant la boite 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Ils finissent I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur le

périphérique de la gélose.
-L’application des disques :

Les disques choisis sont posés a 1’aide d’une pince stérile. Les disques doivent étre parfaitement
appliqués a plat sans glissement. Une distance doit séparer un disque périphérique au bord de
la boite et deux disques doivent étre ¢loignés pour que les zones d’inhibition ne se chevauchent

pas (Figure 19).
-Incubation et lecture :

Apres 'incubation a 37°C pendant 24h, la lecture s’effectue en mesurant le diametre de la zone
d’inhibition de chaque disque d’antibiotique a ’aide d’une régle, puis de comparer aux valeurs

critiques.
La mesure de ces diametres permet de classer la bactérie en 3 catégories :

sensible (S), intermédiaire (I), résistant (R).
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Figure 19 : Emplacement des disques d’antibiotiques (Darghout et Metheni, 2016).

7-Détection de la formation de biofilm de Pseudomonas aeruginosa :

Afin de mettre en évidence la capacité¢ de formation d’un biofilm, chez les isolats de P.
aeruginosa, les méthodes sont choisies a savoir ; la méthode de culture sur gélose au Rouge

Congo (RCA), méthode de plaque de culture de tissus (TCP), et méthode en tube (TM).
7-1-La méthode de plaque de culture de tissus (TCP) :

Technique :

Le test TCP décrit par O'Toole et al., (2000) permet une évaluation quantitative de la formation

du biofilm (Figure 20).

A partir d’une culture de 18 heures dans le milieu BHIB, les puits d’une microplaque de 96
puits (polystyréne) sont inoculés avec 150 puL de la suspension bactérienne ajustée a une DO
de 0,1. Les microplaques sont incubées pendant 24 heures a 37°C. Les puits sont lavés trois fois
avec ’eau distillée stérile afin d'éliminer les bactéries libres (planctoniques). Les biofilms
formés par 1’adhérence des organismes sessiles sont colorés avec du cristal violet (0,1%)
pendant 15 min. L'excés du colorant est ensuite rincé par un lavage en profondeur avec de I'eau
distillée et les plaques sont laissées pour le séchage afin d’évaluer I’importance de la coloration

du biofilm (Stepanovic et al, 2000).
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-Lecture :

La classification des résultats obtenus présente sur la base du DO témoin. Les souches ont été

classées comme suit :
DO < DOt(Témoin) : non formatrice du biofilm,
DOt x 2 <DO < DOt x 4 : Modérée,

DOt x 4 <DO : Fortement formatrice du biofilm (Christensen et al., 1985).
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Figure 20 : Les étapes de formation du biofilm par la technique TCP (Bouhadjar et
Terbeche, 2017).

7-2-La méthode en tube (TM) :

Technique :

Christensen et al., (1982) décrite une technique qui permet une évaluation qualitative de la

formation du biofilm (Nagaveni et al, 2010 ; Rewatkar et Wadher, 2013; Kara Terki, 2014).
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A partir d’une culture de 18-24 heures, une colonie est ensemencée dans de BHIB supplémenté
de saccharose puis incubé a 37°C pendant 24 h. Les tubes sont lavés avec du PBS puis séchés.

Chaque tube est ensuite coloré par le CV (Figure 21).
Lecture :

La formation du biofilm est considérée comme positive lorsqu’un film visible recouvre le muret
le bas du tube (Mathur et al, 2006 ; Alnnasouri, 2010 ; Djelloul Daouadji, 2010 ; Taj, 2012
; Bellifa, 2014).

T : Témoin
| A : formatrice du biofilm,
B : biofilm modéré

C : Biofilm négatif

Figure 21 : Evaluation de la production de biofilm par la méthode TM (Bellifa, 2014).
7-3-La méthode de Rouge Congo agar (RCA) :
-Technique :

Le Rouge Congo interagit directement avec certains polysaccharides bactériens formant un
slime et donnant des colonies noires sur milieu RCA contrairement aux colonies non

productrices qui restent rouge (Rewatkar et Wadher, 2013 ; Kara Terki, 2014).

Ce milieu est préalablement préparé en additionnant 0,8 g de Rouge Congo et 37 g de

saccharose a 1 L de BCC et 10 g d’agar.

Le milieu est ensuite ensemencé par des striés serrées a 1’aide une anse de platine, a partir des

cultures de 24 heures sur gélose nutritive, puis incubé a 37° pendant 24 heures a 48 heures.
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-Lecture : Les souches de P. aeruginosa productrices de slime donnent des colonies noires

(résultat positif), contrairement aux souches non productrices qui donnent des colonies rouges
(résultat négatif) (Figure 22).

Figure 22 : Culture sur la gélose Rouge Congo (Hou et al, 2012).
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Reésultats

1-Prélévements :

Cent dix (110) souches de Pseudomonas aeruginosa ont été isolées a partir de 460 prélévements
réalisés au niveau de trois centres hospitalo-universitaires (CHU) de la ville d’Annaba, dont 74
souches ont été isolées au niveau du CHU d’Ibn Sina, 21 souches au niveau du CHU de Dorban
et 14 souches au niveau du CHU d’Ibn Rochd Meradji (2017), Et pour I'autre I’étude qui
réaliser par Chibi (2015) a partir de cultures positives a trouvé 21 souches Pseudomonas
aeruginosa. Mais dans la recherche de Madouri (2017) les 12 sondes urinaires et aprés des
repiquages successifs réalisés a partir des amas cellulaires obtenus sur boites de pétri, elle a pu
isoler 18 souches bactériennes de différents genres et espéces, dont 4 appartenant au genre
Pseudomonas représentant 22%. Puis la derniére étude de Derardja (2018) montre que les
souches bactériennes isolées a partir des sondes urinaires et les cathéters veineux de 1’espace

Pseudomonas avec un grand pourcentage.

La répartition des souches de P.aeruginos a isolées par différents services est donnée dans la

figure 23.

Hetude 1 etude 2 Metude 3 etude 4

Figure 23 : Répartition des souches selon différents études (Meradji, (2017) ; Chibi,
(2015) ; Madouri (2017) ; Derardja, (2018)).
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2-Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques :

Selon résultats de Meradji (2017), les 80 souches de P. aeruginosa isolées ont montré
différents niveaux de résistance vis-a-vis des antibiotiques, mis a part la colistine, a laquelle
tous les isolats étaient sensibles (Figure 24). Des taux de résistance de 18.75% a I’Imipénéme,
61.25% a la Ticarcilline, 56.25% a la Ticarcilline + acide clavulanique, 36.25% a la
Pipéracilline, 36,7% a la Pipéracilline + tazobactam, 56.25% a la Ceftazidime et 41.25% a
I’Aztréonam sont observés. Les taux de résistance aux aminosides sont respectivement :
Gentamicine (21.75%), Tobramycine (30.4%) et Amikacine (7,6%). Pour les fluoroquinolones,
un taux de résistance important a été observé pour la Ciprofloxacine (43.75%). Presque le méme
résultat a été trouvé dans 1'étude de Madouri (2017) qui a trouver les souches P. aeruginosa
résistent aux 4 antibiotiques de la famille B-lactamines (Ceftazidime, Pipéracilline et
Tazobactam, Ticarcilline, Aztéonam). Les 4 souches se sont avérées résistantes a la gamme
d’antibiotiques testés. Ainsi, dans les derniers résultats de Derardja (2018), il trouve que la
détection des phénotypes de résistance a été réalisée en pratiquant la méthode conventionnelle
de diffusion des disques en gélose MH et les critéres de lecture et d’interprétation. Le profil de
résistance déterminé révele que la souche ; P. aeruginosa (PA) présenter comportements
différent vis-a-vis les divers ATB testés. Effectivement, P. aeruginosa apparait sensible a
I’ensemble des ATB testés a 1’exception d’AML, TE, FOX et CTX ou elle montre une

résistance face a ces quatre ATB.

Figure 24 : Antibiogramme des souches de P. aeruginosa multirésistantes (Meradji, 2017).
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Tableau 4 : Représente les résultats de la sensibilité¢ aux ATB des souches : P. aeruginosa.

Antibiotiques Etude 01 Etude 02 Etude 03
/ I I I S
Imipénéme /
Ticarcilline
Ticarcilline+acide / /
clavulanique
Pipéracilline / /
Ceftazidime
Aztréonam / /
Gentamicine / /
Tobramycine / /
Amikacine / /
Ciprofloxacine / /
Céfépime / /
Amoxiline / / / /
Tétracycline / / / /
Céfotaxime / /
Céfoxitine / /
Aztéonam / / .
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H Imipénéme
H Pipéracilline
H Aztréonam
Amikacine
1 Céfoxitine

Piperacycline /Tazobactem

R RR RR R

M Ticarciline

M Pipéraciline tazobactam
B Gentamicine

B Tétracycline

1 Ciprofloxacine

H Céfépime

RR R

M Ticarciline acide clavulanique
B Ceftazidime

 Tobramycine

m Céfotaxime

1 Colistine

= Amoxiline
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Figure 25 : Répartition de la sensibilité aux antibiotiques des souches de P. aeruginosa

(Meradji, (2017) ; Madouri (2017) ; Derardja, (2018)).
3-Formation de Biofilm :

Les biofilms médicales sont associés a des problémes majeurs de santé publique et sont
impliqués dans un large éventail de maladies infectieuses qui touchent majoritairement les

personnes immunodéprimés ou porteurs de dispositifs médicaux (Tasse, 2017).

Vu le prolongement de la durée d’hospitalisation surtout dans les deux services les plus
incriminés (1’endocrinologie et service des briilés) et la multirésistance des souches de
Pseudomonas aeruginosa isolées chez tous les patients étudiés, il apparait donc indispensable
de connaitre et savoir si toutes ces souches sont capables de former un biofilm pouvant étre
responsable des situations précitées. La méthode quantitative de la microplaque a 96 puits a été
¢tablie pour de la détection de la production de biofilm in vitro (Mathur et al., 2006). Les 110
souches isolées lors de cette étude ont été testées pour leur capacité a former des biofilms par

la technique de la microplaque a 96 puits (Figure 26).
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Figure 26 : Evaluation de la production de biofilm par la méthode de CV. T : témoin négatif ;
A : souches fortement formatrice de biofilm ; B : formation modérée ; C : faiblement

formatrice de biofilm (Meradji, 2017).

Les résultats obtenus ont montré que tous les isolats de P. aeruginosa sont capables de former
un biofilm aprés 24h d’incubation. Une distribution des souches selon leur capacité de
formation de biofilm a été faite, nous avons divisé notre collection de souches en trois groupes :
des souches fortes formatrices de biofilm, celles qui sont modérées et des souches qui sont
faibles formatrices de biofilm. Aprés 16h d’incubation, plus de 50% des isolats ont été
fortement formateurs du biofilm, 30% étaient modérément et 25% souches ont été faibles
formatrices du biofilm contrairement a I’incubation pendant 24h, on a obtenu plus de 50% des

souches qui ont été faiblement formatrice de biofilm (Figure 27).
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Figure 27 : Capacité des souches de P. aeruginosa a former un biofilm (Meradji, 2017).
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La deuxiéme étude qui utilisée deux méthodes différents : méthode de Rouge Congo (RCA) et
méthode de plaque de Culture de Tissu (TCP) pour testées la capacité de Pseudomonas

aeruginosa a former le biofilm. Les résultats de rouge Congo sont montrés dans le tableau

suivant :

Tableau 5 : Résultats de la production de slime par la méthode RCA (Chibi, 2015).

Souches Nombre de souches testes
positif variable negatif
N' % N’ % N’ Ve
2 9.52% 3 14.28% 16 76%
Pseudomonas aeruginosa

La recherche de la production de slime sur milieu rouge Congo.

Les souches productrices de slime avaient un phénotype variable ou positif (Figure 28).

Figure 28 : Production de slime chez les souches isolées sur milieu rouge congo

A : formatrice de slime, B : variable C : non formatrice de slime (Chibi, 2015).

Taj et al., (2012) ont montré que le dépistage par la technique de rouge Congo n'est pas
recommandé pour 1'étude de la formation de biofilm. Pour la deuxiéme technique de plaque de
Culture de Tissu (TCP) : Le protocole d’essai TCP décrit par Christensen et al., (1985) est le
plus largement utilisé et a été considéré comme la norme d’essai pour la détection de la

formation de biofilm. D’apres les résultats de Bellifa et al. (2013) ; Kara Terki et al., (2013),
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la technique TCP reste la meilleure technique pour le dépistage de la formation du biofilm in

vitro (Figure 29).

Absente

Modérée

Forte

Figure 29 : Formation de biofilm par P. aeruginosa par la technique TCP.

T : témoin négatif ; A : souches fortement formatrice de biofilm ; B : formation modérée ; C :

faiblement formatrice de biofilm (Chibi, 2015).

Le résultat de ’étude Madouri d’évaluation de la formation de biofilm chez les souches
Pseudomonas isolée de sondes urinaires qui a ¢té utilisé de deux méthodes différentes. Les 4
isolats identifies ont été testés pour leur capacité de produire du biofilm in vitro. Ceci par la
méthode quantitative de coloration au cristal violet sur microplaque 96 puits en polypropyléne.
Les valeurs des densités optiques (DO) obtenues par le lecteur d’absorbance pour microplaques
ont été converties en histogramme sur Excel (Figure 30). La valeur moyenne des puits de

control (sans Biofilm) est égale a 0.1.
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Figure 30 : Résultats de la quantification de la formation de biofilm in vitro par les souches

isolées a partir des sondes urinaires (Madouri, 2017).
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La densité optique des 4 souches était plus élevée que celle de témoin, ce qui traduit leur
capacité de former un biofilm. Sur les 4 isolats, la DO de la souche Ps243 est 4 fois plus élevée
que la DO de témoin (DOt X 4 < DO) ce qui la classe comme fortement formatrice de biofilm.
Les souches Psl1, Ps1’ et Ps258 présentaient une DOt x 2 < DO < DOt x 4 les classant ainsi
modérément adhérentes aux puits de la microplaque. Il a été constaté par la deuxieme méthode
de RCA que les résultats obtenus montraient que les quatre souches de P. aeruginosa n'étaient
pas susceptibles de produire du mucus et présentaient un phénotype négatif au milieu (Figure

31).

Figure 31 : Culture de P. aeruginosa sur gélose Rouge Congo (Madouri, 2017).

Derardja préféré de testé la formation de biofilm en polystyréne. Les résultats obtenus ont
permis de mettre en évidence la capacité des isolats étudiés a former des biofilms importants
sur surface hydrophobe (polystyréne) apres culture en bouillon LB (Figure 32). La formation
de biofilm chez Pseudomonas aeruginosa est caractérisée non seulement par la présence d’un
anneau a l’interface air-liquide, mais également par la présence d’un prolongement de la

croissance cellulaire au-dessus en dessous de celui-ci.
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Figure 32 : Résultats de formation de biofilms apres coloration au CV (Derardja, 2018).

La plus grande valeur d’absorbance, pour le biofilm Pseudomonas aeruginosa est (DO570=
0,794).
Les résultats de la formation de biofilms sur polystyrene en bouillon LB et apres 24 heures

d’incubation sont représentés dans la figure 33.
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Figure 33 : Formation de biofilm de P. aeruginosa sur polystyréne (Derardja, 2018).

Comme le montre la figure 32, la valeur DO600 obtenue aprés 24 heures d'incubation en milieu
LB, est directement corrélée a la croissance bactérienne des cellules planctoniques et des

bactéries PA cultivées se voit attribuer une valeur élevée : DO600 = 0,443 (Figure 34).
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Figure 34 :
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Croissance de P. aeruginosa en bouillon LB sur polystyreéne (Derardja, 2018).
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Discussion

Les bactéries du genre Pseudomonas ont été impliquées dans de nombreuses maladies
infectieuses. Bien qu’elles soient principalement associées aux infections nosocomiales.
Pseudomonas aeruginosa représente aujourd’hui un modéle d’adaptation particuliérement
efficace en termes d’antibiorésistance, sa capacité a survivre de facon prolongée en milieu
hospitalier associée a 1I’émergence de résistances potentialise sa capacité de propagation

nosocomiale (Touati et al, 2013).

Toutes les études se sont basés sur la détection de la formation de biofilm par Pseudomonas
aeruginosa pathogénes isolés de dispositifs médicaux (cathéters, sondes urinaires, etc.) et
d'évaluer la formation de biofilm in vitro par diverses méthodes et les études sur la sensibilité

des antibiotiques.

Un nombre limites de méthodes conventionnelles est disponible pour détecter rapidement la

capacité d’une souche bactérienne a former un biofilm.

La résistance aux antibiotiques et surtout I’implication des biofilms bactériens dans la

majorité des situations infectieuses rendent les décisions thérapeutiques aléatoires.

D'apres leurs résultats, nous avons montré que la majorité des échantillons forment un biofilm

et résistant aux antibiotiques.

Les résultats obtenus dans 1’é¢tude de Meradji, (2017) pour les souches de P. aeruginosa qui
ont été isolées au niveau du CHU d’Annaba, concordent avec les données d’une étude
rapportée en Pakistan sur les infections nosocomiales a P. aeruginosa qui ont révélé un taux
de 40% de P. aeruginosa dans le service d’endocrinologie, classé en deuxieéme position apres

le staphylocoque aureus (Sabir et al. 2014).

Plusieurs travaux similaires ont montré des prévalences d’isolement de P. aeruginosa
beaucoup plus inférieurs a ceux obtenus dans la présente étude. Au Maroc, une étude
rétrospective portant sur 84 patients hospitalisés au sein du service de réanimation des briilés
de I’'Hopital Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat, sur une période de 3 ans, a
montré que P. aeruginosa est apparu en seconde position apres le Staphylocoque (33.3%)
avec 21 cas d’infections nosocomiales (19,6%) dont le site cutané était majoritaire, avec 87

cas (81,3%) (Siah et al. 2009).
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P. aeruginosa est résistant naturellement a un grand nombre d’antibiotiques. Les
fluoroquinolones, les aminosides, quelques B-lactamines dont les carbapénémes, et la colistine
sont efficaces contre cette bactérie. Les résistances acquises contre ces quelques antibiotiques
sont fréquentes, rendant la prise en charge des infections a P. aeruginosa de plus en plus

compliquée.

Le premier fait marquant de 1’étude est le taux de résistance élevé de P. aeruginosa aux
différentes classes d’antibiotiques testées. Les taux de résistance a Amikacine (7,6%) est
différents, par rapport au ceux obtenus par (Maha et al., 2018) Amikacine (61.9%). Par
contre les taux de résistance a la Ciprofloxacine (43.75%) tres ¢élevé par apport au 1’autre
étude qui donner (9.09%). Les taux de résistance a l'imipéneme Gentamicine ¢€taient de
(18.75%) et (21.75%) respectivement. Ces résultats sont assez comparables a 1’étude réalisée
a I’échelle internationale sur la résistance aux antibiotiques aux hdpitaux de Bagdad entre
décembre 2016 et avril 2017, Les taux de résistance a I'imipénéme Gentamicine étaient (39%)
et (69.84%) ces résultats ne sont pas les mémes. P. aeruginosa est devenu infections difficiles
a traiter. Cliniquement, résistant aux antibiotiques les bactéries sont responsables de

l'allongement hospitalisation, cotit et mortalit¢ (Mansouri et al., 2013).

Les résultats obtenus dans 1’étude de Madouri, (2017) pour les souches de P. aeruginosa qui
été isolées au niveau du service de réanimation du CHU de Tlemcen. Elles sont résistent aux
4 antibiotiques de la famille B-lactamines (Ceftazidime, Pipéracilline et Tazobactam,
Ticarcilline, Aztéonam). Les 4 souches se sont avérées résistantes a la gamme d’antibiotiques

testés. Ceci est en accord avec d’autres études menées sur des souches Pseudomonas

aeruginosa 1solées du CHU de Tlemcen (Cherifi, 2016).

Mesaros et al. (2007) cite que Pseudomonas aeruginosa est responsable d’un grand nombre

d’infections associées aux soins.

Ces résultats sont différents au ceux obtenus par (Abdelraheem et al., 2020). Les isolats

¢taient les plus sensibles a Ceftazidime.

Les résultats obtenus dans 1’é¢tude de Derardja, (2018) pour les souches de P. aeruginosa qui
été isolées au niveau du laboratoire de Bactériologie du Centre Hospitalier Universitaire
(CHU) Ben Badis de Constantine. Le profil de résistance déterminé révele que la souche ; P.
aeruginosa apparait sensible a ’ensemble des ATB testés a I’exception d’AML, TE, FOX et

CTX ou elle montre une résistance face a ces quatre ATB. Ces résultats vont dans le méme
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sens ce qui semblable dans les études de (Eladawy et EI-Mowafy, 2020) que les isolats de P.

aeruginosa ont montré une résistance (R) a la ceftazidime (CAZ) et a la céfépime (FEP).

De nombreux problémes associés au développement des biofilms au milieu médical, ont pour
origine leur résistance extrémement élevée aux agents antibactériens (antibiotiques et
désinfectants). Cette résistance accrue est multifactorielle, est liée aux conditions de vie dans

le biofilm (Mulcahy et al., 2014).

Plusieurs chercheurs ont étudi¢ les stratégies employées par les micro-organismes pour
produire des biofilms, Ils ont montré que les bactéries productrices de biofilm sécretent
certaines substances chimiques qui les protegent contre les désinfectants, les agents

antimicrobiens et des systemes immunitaires de 1'hote (Saitou, 2009).

Des méthodes classiques de la détection de la production de biofilm in vitro ont été établies,
telles que la méthode quantitative de la microplaque 96puits (Freeman et al., 1989 ; Mathur

et al., 2006), et la méthode qualitative du Rouge Congo (Mathur et al., 2006).

On a plusieurs méthodes pour la détection de formation de biofilm : Rouge Congo (RCA),

méthode de plaque de Culture de Tissu (TCP) et méthode en tube (TM).

Les résultats obtenus de Meradji, (2017) ont montré que tous les isolats de P. aeruginosa
sont capables de former un biofilm aprés 24h d’incubation. Par trois groupes divisé : des
souches fortes formatrices de biofilm, celles qui sont modérées et des souches qui sont faibles

formatrices de biofilm
A I’échelle internationale a 1’Iraq 1’étude est rapprochée de celui trouvé dans leurs résultats,

Les résultats de I’étude ont montré la capacit¢ de formation de biofilm dans les isolats
cliniques de P. aeruginosa. La formation de biofilm est un mécanisme important impliqué

dans résistance des bactéries.

Les résultats de Chibi, (2015) par la méthode de rouge Congo sont montrés que les souches
Pseudomonas aeruginosa produit de slime sur milieu rouge Congo ont révélé que : positif

9.52%, négatif 76%. Les souches productrices de slime donnent des colonies de couleur noire.
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A I’échelle nationale (Constantine) par référence (Nadji et Mizou, 2015), les résultats sont
les méme puisque les souches produits de slime, et on remarque que pourcentage faible de

formation de biofilm.

Taj et al., (2012) ont montré que le dépistage par la technique de rouge Congo n'est pas

recommandé pour 1'étude de la formation de biofilm

D’apres les résultats de Bellifa et al, (2013) ; Kara Terki et al., (2013) , la technique TCP

reste la meilleure technique pour le dépistage de la formation du biofilm in vitro.

Elle permet une détermination quantitative pour comparer et examiner l'adhésion de
différentes souches (Racha et al., 2012). Cependant, elle peut €tre moins précise pour

déterminer la capacité des souches a sécréter le slime bactérien (Castro et al., 2013).

Selon leurs résultats 4 souches sont fortement formatrice de biofilm, 12 modérées et 3 sont
non formatrice de biofilm. Aprés I’ajout de saccharose a 2% le nombre des souches fortement

formatrice est élevé elle est de 4 a 11.

Des résultats similaires ont été rapportés par Mathur et al. (2006) qui ont démontré que le

test TCP a été tres satisfaisant en termes de détection de phénotype biofilm-positif.

Les résultats obtenus dans I’étude de Madouri, (2017) pour les souches de P. aeruginosa

traduit leur capacité¢ de former un biofilm sur les 4 isolats.

Dans ce cadre plusieurs travaux ont été effectués pour voir la capacité de P. aeruginosa de
former un biofilm in vitro citant (Harisson et al., 2003) ;(Fu et al., 2010) ; (Oncel et al.,
2010), Dont ils ont trouvés que cette souche est souvent fortement formatrice de biofilm et il
ont révélés que 60% des isolats de P. aeruginosa de rhinosinusite chronique produit des

biofilms bactériens par la méthode de TCP. A I’échelle internationale a ’Egypt.

Ces résultats concordent avec ceux décrits par (Abdelraheem et al., 2020) qui ont trouvé que
différents isolats cliniques sont capables de produire le biofilm. Le méme résultat a été obtenu
par Bellifa, (2013) et aussi ils ont pensés que la technique TCP peut étre recommandée
comme méthode de dépistage rapide et général pour la détection des bactéries productrices de

biofilms in vitro.

Le test de microplaque est la technique la plus utilisée pour quantifier la formation de biofilm,

un indicateur important de la pathogénicité (Stepanovic et al., 1999).
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Discussion

Evaluation de la formation de biofilm par la méthode RCA : Les résultats obtenus nous ont
permis de constater que les 4 souches de P. aeruginosa n’étaient pas susceptibles de produire

un slime et montre un phénotype négatif dans le milieu.

D’apres leurs résultats la méthode TCP semble étre plus efficace que la méthode de Rouge
Congo dont Hassan et al. (2011) estime que la méthode TCP est une méthode de criblage la
plus fiable, sensible et reproductible pour la détection de la formation du biofilm. Les résultats
obtenus par Derardja, (2018) ont permis de mettre en évidence la capacité des isolats étudi€s
a former des biofilms importants sur surface hydrophobe (polystyréne). , la souche P.
aeruginosa, ¢€tant la bonne formatrice de biofilm, parce que en a une grande valeur
d'absorbance par bactérie P. aeruginosa. Et par le test de formation de biofilms en verre P.
aeruginosa reste toujours la bonne formatrice de biofilm. A I’échelle internationale a I’Egypt.
Ces résultats concordent bien ou ceux décrits par (Eladawy et EI-Mowafy, 2020), selon les
résultats d'un test qualitatif utilisant la méthode du tube, 103 isolats de P. aeruginosa ont des

capacités de production de biofilm.

Enfin, la détection précoce de la formation de biofilm chez P. aeruginosa en pratique pourrait
étre l'une des étapes essentielles pour prévenir et gérer les maladies et les infections causées
par ce pathogene. Un contréle efficace des biofilms nécessite une éventuelle connaissance
approfondie de leurs mécanismes de formation qui peut étre obtenue grace a I'utilisation de

méthodes fiables.
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Conclusion

P. aeruginosa, une bactérie a Gram négatif, est la cause majeure d’infections nosocomiales
chez les patients immunodéprimés. Parmi lesquelles les pneumonies, les infections du tractus
urinaire, des brilures, des plaies ou bien encore les septicémies. De plus, P. aeruginosa est
directement responsable du taux de mortalité élevé et précoce chez les patients atteints de
mucoviscidose. La pathogénicit¢ de P. aeruginosa met en jeu des adhésines permettant
I’attachement et d’autres facteurs sécrétés. L’infection chronique se caractérise par la
formation du biofilm bactérien, comme c’est le cas dans le poumon des patients atteints de

mucoviscidose.

Toutes les études ont permis de la détection de formation de biofilm par P. aeruginosa sur

dispositifs médicaux par des méthodes TCP, TM et RCA.

Par ordre de fréquence, les Pseudomonas représentent encore les germes les plus

fréquemment isolés dans les colonisations et infections de la surface hospitaliere.

L’¢tude de la cinétique in vitro d’adhésion a montré que le biofilm de Pseudomonas
aeruginosa est formé deés les premieres heures de la mise en place des sondes urinaires et les
cathéters. Le biofilm devient mature aprés 48h de contact sur des dispositifs médicaux et rend

I’infection possible.

Ces ¢tudes ne sont que préliminaires, mais il nous encourage a vouloir continuer
essentiellement dans la proposition de nouvelles perspectives pour réduire ou inhiber la

formation de biofilm sur les dispositifs médicaux tels que les cathéters.
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Annexes



Annexe 01 : les milieux de cultures

Gélose de Mueller-Hinton (MH) :

Infusion de viande de DOUT ..........ccooviieiiiiiiiiiice e 300¢g
Hydrolysat de CASEINE .........cccveviieriieeie ettt ettt et ese e eaesrae e 17,5¢
F N 101 ) RO TS T PR 1,5g
YN ) TP PPRPRRRRN 17¢g
0] 5 DSOS 7,4

Peptone de VIANde ...........ooiiiiiiiiie e et e 3g
Peptone de CASEINE .......cueeevuiiiiiieeiiie ettt e e stae e e saae e e s aeeas 17¢g
Meélange de Sels DIHAITES. ... ..cecviieiiie e e 1,5¢
LACLOSE ..ttt et e e et ae et ae e e ennrae e e enneaes 10g
(@35 1] 721 B4 10 (< AP 0.001g
ROUZE NEULTE ...t ee e e saae e e eaaeee e 0.03g
Chlorure de SOAIUIML........oiiiiiie ittt e seae e s tae e snr e enneeesenaeeeens 5S¢

Bouillon cceur-cervelle (BHIB) :
Infusion de cervelle de veau...........oooeiiii i 12.5¢
Infusion de coeur de boeuf...... ... 5.0g
Peptone. ... ..o e 10,08
GIUCOSE. . ettt 2,08

Chlorure de sodium...........oouiiiiiiiiiiii e 2,08



Phosphatase di SOAIQUE. ........uiuiieii e e 5¢g

pH="7.4
Milieu Rouge Congo Agar (RCA)

BHI B ..o 37¢g
SACCRATOSE. ..ttt e 50g
N ) 10g
ROUZE COMNZO. .. e 0.8 ¢g
Eau distillée ... ..o 1000 ml
pH= 17,4

Stérilisation a I’autoclave : 121°C pendant 15 minutes.

Annexe 02 : Lecture de résultat de la Galerie API 20NE.

Tests Réactions/Enzymes Résultats
Négatif Positif
NO3 Réduction des Nitrates NIT 1+NIT 2 /5 min
en nitrites Incolore rose-rouge
Réduction des Nitrates Zn / 5 min
en azote Rose Incolore
TRP Tryptophane JAMES / immédiat
formation d'indole Incolore Rose

vert pale / jaune

GLU | Fermentation (Glucose) bleu a vert Jaune

ADH Arginine Di Hydrolase Jaune orange/ rose /rouge

URE Urease Jaune rouge / orangé

ESC esculine citrate de fer Jaune gris / marron / noir
Hydrolyse(E-

glucosidase)




GEL Gélatine (origine pas de diffusion diffusion du

bovine) du pigment pigment

Hydrolyse (protéase) noir

PNPG 3-galactosidase Incolore Jaune
GLU Glucose Transparence Trouble
ARA Arabinose transparence trouble
MNE Mannose transparence trouble
MAN Mannitol transparence trouble
NAG N-acétyl-glucosamine transparence trouble
MAL Maltose transparence trouble
GNT Potassium Gluconate transparence trouble
CAP Acide Caprique transparence trouble
ADI Acide Adipique transparence trouble
MLT Acide Malique transparence trouble




