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UNIVERSITE CHEIKH ANTA DIOP DE DAKAR
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE

I- MEDECINE

LISTE DU PERSONNEL ENSEIGNANT PAR GRADE

bbb e
POUR L'ANNEE UNIVERSITAIRE
1992/1993
g e veh o
PROFESSEURS TITULAIRES
M. Salif BADIANE Maladies Infectieuses
M. Omar BAO Thérapeutique
M. Hervé DE LAUTURE Méd Préventive
M. Fadel DIADHIOU Gynécologie-Obstétrique
M. Lamine DIAKHATE Hématologie
M. Samba DIALLO Parasitologie
M. Adrien DIOP Chirurgie Générale
+ M. El Hadj Malick DIOP OR.L.
Mme Thérése MOREIRA DIOP Médecine Interne
(Clinique Médicale 1)
M. Sémou DIOUF Cardiologie
M. Mohamadou FALL Pédiatrie
+ M. Pierre FALTOT Physiologie
M. Mamadou GUEYE Neuro-Chirurgie
M. Pape AbdourahmancKANE Pneumophtisiologie
M. Nicolas KUAKUVI Pédiatrie
M. Aristide MENSAH Urologie
M. Bassirou NDIAYE Dermatologie
M. Ibrahima Pierre NDIAYE Neurologie
M. MouhamadouMasour NDIAYE Neurologie
-~ M. Pape Demba NDIAYE Anatomie Pathologique
M. René NDOYE Biophysique
M. Idrissa POUYE Orthopédie-Traumatologie
M. Abibou SAMB Bactériologie-Virologie
* M. Abdou SANOKHO Pédiatrie
Mme Awa Marie COLL/SECK Maladies Infectieuses
+ M. Dédéou SIMAGA Chirurgie Générale
* M. Abdourahmane SOW Maladies Infectieuses

M. Ahmédou MoustaphaSOW

Meédecine Interne

(Clinique Médicale II)

+  Professeur Associé

*  Personnel en détachement



M. Moussa Lamine SOW Anatomie
M. Cheikh Tidiane TOURE Chirurgie Générale
M. Papa TOURE Cancérologie
M. Alassane WADE Ophtalmologie
M. TIbrahima WONE Médecine Préventive
PROFESSEURS SANS CHAIRE
Nl el el
M. Ibrahima SECK Biochimie Médicale
PROFESSEURS EN SERVICE EXTRAORDINAIRE
Nl b e og
M. Pierre LAMOUCHE Radiologie
MAITRES DE CONFERENCES AGREGES
Naheaheleaielo s
M. José-Marie AFOUTOU Histologie-Embryologie
M. Mohamed Diawo BAH Gynécologie-Obstétrique
* M. Mamadou Diakhit¢ BALL Dermatologie
M. Fallou CISSE Physiologie
M. Baye Assane DIAGNE Urologie
M. Babacar DIOP Psychiatrie
M. El Hadj Ibrahima DIOP Orthopédie-Traumatologie
M. Said Norou DIOP Médecine Interne
(Clinique Médicale 1)
M. Souvasin DIOUF Orthopédie-Traumatologie
Mme Sylvie SECK/GASSAMA Biophysique
M. Momar GUEYE Psychiatrie
M. Abdoul Almamy HANE Pneumophtisiologie

* Personnel en détachement L



X M. Alain LE COMTE Biophysique
~ M. Salvy Léandre MARTIN Pédiatrie
X. M. Jehan Mary MAUPPIN Anatomie
M. Victorino MENDES Anatomie Pathologique
+ M. Madoune Robert NDIAYE Ophtalmologie
Mme Mbayang NDIAYE/NIANG Physiologie
M. Mohamed Fadel = NDIAYE Meédecine Interne
(Clinique Médicale I)
+ M. Mamadou NDOYE Chirurgie Infantile
Mme Bineta SALL/KA Anesthésie-Réanimation
M. Mamadou SARR Pédiatrie
M. Seydina Issa LAYE/SEYE Orthopédie-Traumatologie
M. Mamadou Lamine SOW M¢édecine Légale
M. Houseyn Dembel SOW Pédiatrie
M. Omar SYLLA Psychiatrie
CHARGES D'ENSEIGNEMENT
G
M. Mamadou BA Pédiatrie
M. Jean Pierre BENAIS M¢édecine Légale
§ M. ALy NGOM Gynécologie-Obstétrique
MAITRES-ASSISTANTS
e el el
M. Serigne Abdou BA Cardiologie
M. Moussa BADIANE Radiologie
M. Moussa Fafa CISSE Bactériologie- Virologie
M. Abdarahmane DIA Anatomie
M. Bemard Marcel DIOP Maladies Infectieuses
M. Babacar FALL Chirurgie Générale
M. Ibrahima FALL Chirurgie Générale
M. Oumar GAYE Parasitologie
+ M. Claude MOREIRA Pédiatrie
M. Jean-Charles MOREAU Gynécologie-Obstétrique
M. Adama Bandiougou NDIAYE Immunologie (Hématologie)
M. Mouhamadou NDIAYE Chirurgie Générale
M. Mohamadou Guélaye SALL Pédiatrie



*

M. Niama Diop SALL

M. Moustapha SARR

M. Gora SECK

Mme Haby SIGNATE/SY
M. Doudou THIAM

Biochimie Médicale
Cardiologie
Physiologie
Pédiatrie
Hématologie

w + M+

Maitre de Conférences Agrégé Associ¢
Maitre de Conférences Associé
Maitre-Assistant Associé

Personnel mis en disponibilité



ATTACHES - CHEFS DE CLINIQUES

Mme Mame Coumba  GAYE/FALL Médecine Légale

M. Kalidou KONTE Urologie

M. Didier LEBOULLEUX Maladies Infectieuses
M. Ismail TIDJANI Urologie

+  Chef de Clinique - Assistant Associé



ASSISTANTS

A ah e v
Melle Issa Bella BAH Parasitologie
M. Aynina CISSE Physique Pharmaceutique
Mme Aissatou GAYE/DIALLO  Bactériologie-Virologie
Mme Aminata SALL/DIALLO  Physiologie Pharmaceutique
(Pharmacologie et Pharmacodynamie)
M. Mamadou Sadialiou DIALLO Chimie Générale et Minérale
M. Mounibé DIARRA Physique Pharmaceutique
Melle Thérese DIENG Parasitologie
M. Alioune DIEYE Biochimie Pharmaceutique
M. Ahmedou Bamba KoueimelFALL Pharmacie Galénique
Mme Aminata GUEYE/SANOKHO Pharmacologie et
Pharmacodynamie
Mme Monique HASSELMANN  Toxicologie
M. Modou LO Botanique
M. Philoméne LOPEZ Biochimie Pharmaceutique
M. Tharcisse NKULIKIYE MFURA Chimie Analytique
Mine Maguette Déme SYLLA/NIANG Biochimie Pharmaceutique
Mme Aissatou GUEYE SANKARE Pharmacognosie
M. Elimane Amadou SY Chimie Générale et Minérale
M. Oumar THIOUNE Pharmacie Galénique
M. Mohamed Archou VICTORIUS Zoologie
ATTACHES
N ah g b vs
M. Idrissa BARRY Pharmacognosie
Mlle Oureye DABO Pharmacognosie
M. Mohamed DIAWARA Physique Pharmaceutique
M. Amadou Moctar DIEYE Pharmacologie et
Pharmacodynamie
M. Dyjibril FALL Pharmacie Chimique et
Chimie Organique
M. Aly Coto NDIAYE Physiologie Pharmaceutique
(Pharmacologie et Pharmacodynamie)
MmeMaimouna NJANGNDIAYE Physiologie Pharmaceutique

(Phaimacologie er Pharmacodynamie)
M. Augustin NDIAYE Physique Pharmaceutique



UNIVERSITE CHEKH ANTA DIOP

*

DE DAKAR FACULTE
DE MEDECINE ET DE PHARMACIE

II-CHIRURGIE DENTAIRE

PROFESSEUR TITULAIRE

R s

M. Ibrahima BA
Mme Ndioro NDIAYE

Pédodontie-Prévention
Odontologie
Préventive et Sociale

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES

IO O
§ M. Gilbert LARROQUE Odonto-Stomatologie
MAITRES - ASSISTANTS
TV O
M. Papa Demba DIALLO Parodontologie
Melle Fatou GAYE Dentisterie Opératoire
Mme Charlotte FATY/NDIAYE Pathologie et Thérapeutique
Spéciales
M. Malick SEMBENE Parodontologie
M. AbdoulAziz YAM Pathologie et thérapeutique
antérieure
ASSISTANTS DE FACULTE
TS
Mine Christiane AGBOTON/JOHNSON Prothése Dentaire
Mme Aissatou BA/TAMBA Pédodontie-Prévention
Mme Khady DIOP/BA Orthopédie-Dento-Faciale
X Mme Maimouna BADIANE Dentisterie Opératoire
M. Patrick BEYLIE Biologie et Matieres
Fondamentales
M. Daouda CISSE Odontologie Préventive
et Sociale
~+t M. Falou DIAGNE Orthopédie Dento-Faciale
Mine Adam Marie Awa SECK DIALLO Parodontologie
§  Maitre de Conférences Associé
+  Assistant Associé
*  Personnel en Détachement
X Personnel mis en disponibilitéé



+M. Boubacar DIALLO
Mme Affissatou NDOYE/DIOP
Mme Fatou DIOP

M. Libasse DIOP

M. Mamadou Moustapha GUEYE

Odontologie Chirurgicale
Dentisterie Opératoire
Pédodontie-Prévention
Prothése Dentaire
Odontologie Préventive
et Sociale

M. Abdoul Wahabe  KANE Dentisterie Opératoire

+ M. Malick MBAYE Dentisterie Opératoire
Mme Paulette Mathilde AGBOTON/MIGAN  Matieres Fondamentales
M. Edmond NABHANE Prothése Dentaire
Mme Maye Ndave NDOYE/NGOM Parodontologie

+ M. Mohamed Talla SECK Prothése Dentaire
Mme Soukeye DIA/TINE Odonto-Stomatologie
M. Said Nour TOURE Prothése Dentaire

Dentaires
M. Younes YOUNES Prothése Dentaire
ATTACHE
S>>
M. Cheikh N'DIAYE Prothése Dentaire
+  Assistant Associé



UNIVERSITE CHEIKH ANTA DIOP DE DAKAR

FACULTE DE MEDECINE ET
DE PHARMACIE

III-PHARMACIE

PROFESSEURS TITULAIRES

CIPO
M. Doudou BA Chimie Analytique
* M. Marc DAIRE Physique Pharmaceutique
M. Issa LO Pharmacie Galénique
* M. Souleymane MBOUP Bactériologie-Virologie
MAITRES DE CONFERENCES AGREGES
N e el hs
M. Mamadou BADIANE Chimie Thérapeutique
M. Emmanuel BASSENE Pharmacognosie
M. Mounirou CISS Toxicologie
M. Balla Moussa DAFFE Pharmacognosie
+ M. Babacar FAYE Pharmacologie et
Pharmacodynamie
+ M. Omar NDIR Parasitologie
CHARGES D'ENSEIGNEMENT
CLEOO
Mme Genevieve BARON Biochimie Pharmaceutique
M. Michel POTDEVIN Physique Pharmaceutique
M. Bernard WILLER Chimie Analytique

MAITRES - ASSISTANTS

4>
M Cheikh Saad bouh BOYE
M. JPapa Amadou DIOP

M. Amadou DIOUF

MmeRita BéréhoundougouNONGONIERMA
Mme Urbane TANGUY SAVREUX
Mme Anne RICHARD TEMPLE

Bactériologie-Virologie
Biochimie Pharmaceutique
Toxicologie
Pharmacognosie
Pharmacie Chimique et
Chimie Organique
Pharmacie Galénique

Maitre de Conférences Agrégé Associé
*  Professeur Associé



ASSISTANTS DE FACULTE-ASSISTANTS
DES SERVICES UNIVERSITAIRES DES HOPITAUX

Jean -Marie
Boubacar Samba
Abdoulaye Séga
Yémou

Dialo

Moctar

. Oumar

Mme Giséle

M. Ibrahima

M. Abdoulaye

M. Ahmad Iyane
Mme Hassanatou

M. Kamadore

M. Meissa

SEEEREEXR

R el g elediog
DANGOU Anatomie Pathologique
DANKOKO Meédecine Préventive
DIALLO Histologie-Embryologie
DIENG Parasitologie
DIOP Bactériologe-Virologie
DIOP Histologie-Embryologie
FAYE Parasitologie
WOTO/GAYE Anatomie Pathologique
MANE Meédecine Préventive
NDIAYE Anatomie
SOW Bactériologie-Virologie
TOURE/SOW Biophysique
TOURE Me¢édecine Préventive
TOURE Biochimie Médicale

CHEFS DE CLINIQUE-ASSISTANTS

DES SERVICES UNIVERSITAIRES DES HOPITAUX
S

M. El Hadj Amadou
M. Mamadou

Mme Marieme
Moussa

Seydou Boubakar
Boubacar

SEEE

BA

BA
BA/GUEYE
BA
BADIANE
CAMARA

El Hadj Souleymane CAMARA

Ophtalmologie
Urologie

Gynécologie-Obstétrique

Psychiatrie
Neuro-Chirurgie
Pédiatrie

Orthopédie-Traumatologie

X Assistant Associé

*

En Stage



*+

M. Cheikh Ahmed Tidiane CISSE
Mme Mariama Safiétou KA/CISSE

Mme Elisabeth FELLER/DANSOKHO
M. Massar DIAGNE

M. Djibril DIALLO

M. Papa Ndiouga DIENG

M. Amadou Gallo DIOP

M. Ibrahima Bara DIOP

M. Rudolph DIOP

M. Alassane DIOUF

M. Boucar DIOUF

M. Ibrahima Fodé DIOUF

M. Mamadou Lamine DIOUF

M. Raymond DIOUF

M. Saliou DIOUF

M. Serigne Magueye GUEYE

M. Mamadou Mourtalla KA

M. Abel KABRE

M. Abdoul KANE

M. Assane KANE

M. Abdoul Aziz KASSE

M. Georges KI-ZERBO
Mme Aminata DIACK/MBAYE
M. Ismaila MBAYE

M. Amadou Koura NDAO
MmeMame Awa FAYE/NDAO
M. Issa NDIAYE

M. Ousmane N'DIAYE

M. Nafissatou Bathily NDOYE

M. Thiemo SouleymaneNIANE

ol
Gynécologie-Obstétrique
Meédecine Interne
(Clinique Médicale II)
Maladies Infectieuses
Neurologie
Gynécologie-Obstétrique
Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Cardiologie
Stomatologie
Gynécologie-Obstétrique
Meédecine Interne
(Clinique Médicaie I)
Gynécologie-Obstétrique
Médecine Interne
(Clinique Médicale )
O.R.L.

Pédiatrie

Urologie

Médecine Interne
(Chimque Médecine I)
Neuro-Chirurgie
Cardiologie
Dermatologie
Cancérologie

Maladies Infectieuses
Pédiatrie

Médecine Légale
Neurologie

Maladies Infectieuses
O.R.L.

Pédiatrie

Ophtalmologie
Pneumophtisiologie

Chef de Clinique - Assistant Associé
En Stage



M. El Hadj NIANG Radiologie

M. Abdoulaye POUYE Meédecine Interne
(Clinique Médicale I)
+ M. Youssoupha SAKHO Neuro-Chirurgie
Melle Anne Aurore SANKALE Chirurgie Générale
M. Doudou SARR Psychiatrie
M. Amadou Makhtar SECK Psychiatrie
M. Birama SECK Psychiatrie
M. El Hassane SIDIBE Meédecine Interne
) (Clinique Médicale 11)
"+ M. Masserigne SOUMARE Maladies Infectieuses
M. Charles Mouhamed SOW Orthopédie-Traumatologie
M. Daouda SOW Psychiatrie
+ M. Papa Salif SOW Maladies Infectieuses
M. Mouhamadou Habib SY Orthopédie-Traumatologie
M. Cheickna SYLLA Urologie
M. Al¢é THIAM Neurologie

ATTACHES-ASSISTANTS DES SCIENCES FONDAMENTALES

Nah el oo

M. Aliou KEBE Physiologie
M. ElHadj Alioune LO Anatomie
M. Mamadou MBODJ Biophysique
M. Oumar NDOYE Biophysique
M. Ndéné Gaston SARR Biochimie Médicale
MmeKhadissatou SECK/FALL Hématologie
Mme Catherine JUGIE/THERON Biophysique

(Radio Immunologie)
M. Issa WONE M¢édecine Préventive

+  Chef de Clinique-Assistant Associé



M. Matar SECK Pharmacie Chimique
et Chimie Organique

M. Mamadou TOURE Biochimie Pharmaceutique
M. Alassane WELE Chimie Physique
*  En Stage

+  Assistant Associé
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IN MEMORIAM

AMES GRANDS-PARENTS MATERNELS
BOUBACAR LY &t SOUADOU LY

Weposez en paix

A MES GRANDS-PARENTS PATERNELS,
OUMAR BA e« MADAME DIOUF

Sour le saluf de votre éme

A MA CHERE TANTE,
ADJA OULIMATA LY

SPaurar bien aimé que vous soyez la au/'our(/1 bui. Uous avez ét6
une deuxiéme mére pour ma mére, mais aussi une éducafrice pour
chacun d'entre nous.

Gharmante femme, vofre courage a é/é immense.

Joutes les routes du réconfor/ convergearen! vers vofre demeure,
vous aviez le sens des liens famzﬁaux ef vous aviez ®uovré pour fes

unir.
Que la por/e du Paradis vous soif yranJe ouverfe
Que vos bons acles vous sorent récompensés

Que la terre vous soif [éyére

Amin



‘" HONORE TES PARENTS ET ALLAH T'HONORERA "

A MA MERE,

Adorable, yen/zf[e e/ douce maman ; fouf ce que je surs, foul ce

que je serars c lest & for que je le dors.

Femme courageuse, pleine (/‘aﬁnéya/ion ef de persévérance, fu

nous a /ou/ours donné le meilleur de foi-méme.

Séche ma chére maman que je surs pleine d'amour, d'admiration,

de yra/i/uo[e el de respect pour for.

HHélas / que je ne puisse fz’nz’r le dictionnaire des mofs doux,
aucune dédicace ne pourrarl exprimer [\éfendue de ma

reconnaissarce.

Jes sou/yrcmces ef fes priéres n lont pas é£é vaines. En /émoz'ynaye
de mon Amour z'nfz'ni, Jef 'o/yre ce fravail, if f 'appar/z'en/, il est [e
fruz'/ de fes innonbrables sacrzfz'ces.

Of4 ! Allah ! accorde nous [onyue vre el sanlé pour gue nous
puissions ensemble savourer le frui/ de ce fravail ef rempﬁ'r le

coeur de nofre mére de jore.



A MON PERE,

Homme courageux, fravailleur, persévérant, vous aimez la
drorture ef vous défestez la médiocrité. ge Surs fiér'e détre la fzf[e
d'un tel homme, Uous demeurerez foujours pour nous un modéle &

sSurore.

Dans volre vie vous avez /ou/ours lutté pour nous assurer une

bonne éducation, les meilleures écoles. ...

ye dirai méme mon cher pere que vous nous avez fransmis le yéne

codant pour le yo&/ du travarl bien fai/.

Nous ne frouverons /'amazls‘ la formu[e exacte pour vous exprz'mer
nolfre profon(fe yra/i/ucfe pour fous les sacrifices consenlss,
accep/e donc ce modeste fravail en /émoiynaye de nofre 1'12/1'1)1'

yra/i/u(fe ef notre éfernel Amour.

Que [‘éternel vous accorde [onyue vie ef sanfé pour que nous

puissions savourer ensemble le frui/ de nos effor/s réunis.

Tapa, %amczn, mercs ; merct ;
p[usz‘eurs millions, de millrards de fozly, vous avez fai/ de nous avec

/101% (/e @1’eu ce 7(16 nous sommes (/euenus.



A MON BEAU -PI. RE
M. DANSY CAM. R

L

car je vous dois beaucoup, vous avez été

Fe vous dédie ce trava /,
pour mor un Jeux;'éme/. ere.

e ne pourrais cublie: fou' ce gue vous avez fai/ pour mof, ma

yra/z'/uofe envers vou; es! ausss jirana[e qu 'un yra//e~cz'e[ ef

.1 . j ) i v .
] @uovrerar pour vous | cxprimer a juste tifre.

A MA BELLE-MI R

HELENE SA KIL.

Quand /"é/azls foule p life vous n'avez aidé, yuio/é e/ enseigné.

Uous avez trés b.-n sii 2le. v ma mére en ces momenfs sz]}'wfes

ie vous dis merc: mill ‘o [ vous dédie ce travail

A MA BELLE-MiRE
FATOU SARRINDIAVE

Hercs pour fous les soins ef le soutien moral gue vous apportez a

mon pere.



A Mme FATOU SIRA DIA et PAPA DIA,
Mme DIA

Fe vous admire pour vos innombrables 7uafi/és N
vous 8fes preuse, bonne, courageuse, humble, généreuse, sage,

bonne conseillore ef vous avez le sens des relations humaines.

Uous étes pour mor un modeéle de femme Q sufvre, mass ausst pour

foules les femmes du monde ;

Uous éfes la ré/Zrence méme.

A vous deux, je vous dédie ce modeste travail ef par la méme

occasion, fe vous remercie @ mon nom ef au nom de foute la

famille,

A MES FRERES ET SOEURS AINES
THIATY, SOUADOU, ALIOUNE, OUMAR

Pour volre soutien, volre estime, vos conseils, la manidre dont
vous vous 8fes occupée de mor depuis que J'étais foute pelite.

Ge fravail est le vofre, voyez y foufe ma reconnasssance.

A MES PLUS JEUNES FRERES, ET SOEURS,
SAID, KHODIA, AMADY, ADJA FATOU, IrATOU
BINETOU

Le secref d'une réussite, c'est le courage ef la persévérance.
voyez en ce fravail un modéle ef suivez le conseil de vos parents ef
de vos ainés, le chemin de la réussife sera yfissan/ el vous

arriverez vife & destinaltion.



A MON BEAU-FRERE,
BABACAR DIOUF ET SON COPAIN DOUDOU
DIOP

Hercer pour vofre soufien

A MES TANTES,

Qu'Allah unisse nos fami//és p/as for/ encore

A MES BADJENES,

Santé ef /onyéui/é

A TONGE,

e fe respecfe

AU GROUPEMENT Z,

Profond respect, santé ef longue vie
A MES COUSINS ET COUSINES,

Qu' Allab vous unisse pour une /onyue vrie



A MES NEVEUX ET NIECES,
Bonyue vie ef réussite

A MES PLUS CHER (ES) AMI (ES),
NDEYE FATOU NDIAYE, FATOU BA, AISSATOU
LEYE, ANTA NDIAYE, KRISLANE, YANKHOBA
FATE

SPour fout ce que nous avons vécu ensemble
A MES CAMARADES DE PROMOTIONS,

Sans excep/ion

AU PERSONNEL DU LABORATOIRE DI
BACTERIOLOGIE ET VIROLOGIIE

A MME NDEYE KHOUDIA TALL T A TOUTT L
PERSONNEL DE LA PHARMACIE DE SAHM

Ubus avez yut'(/é mes premiers pas vers la pmfession, je vous en

Surs reconnairssante

AU PERSONNEL DE LA PHARMACIE REPUBLIQUE
Wercr pour fouf

ATOUT CEUX QUI ONT PARTICIPE A MA
FORMATION

Jllercs

A MON PLUS FORT...



A NOS MAITRES
el JUGES

PROFESSEUR IBRAHIMA WONL,

Depurs nolre arrivé dans ceffe facaf/é, vous nous avez foujours
impressionné par /'aj)procéé paternelle gui margue vos rapports
avec les éfudiants, par [\intérés gue vous porfez pour la jeunesse ef

par vofre _yranJe culture.

Puarms tant I autres 7ua[r'/és, la piété ef la yranJeur dont Allat:
le fout puissant vous a gralifié faif de vous un maifre des plus
sages ef des plus prestigreux de celfe école, aimé de fous.

Nous sommes sensibles ef /[a//és & [bonneur gue vous nous /a?/es
en présitfan/ ce jury

Ge fravaif vous est dédié

Qu'Allaks vous accorde une ﬁmyue vre, pleine de santé

PROFESSEUR ABIBOU SAMB,

Uotre goif du travail bien Jfaif, vos multiples connaissances, votre
rigueur nous onf yuiJé & vous choisir comme Juge de ce fravail

Uous frouverez ici ! expression de nos respec/ueux remercrements.



PROFESSEUR SOULEYMANE M'BOUP,

Uous éfes une sommité en la matiére
Ubos 704[17(53 de chercheur, volre compéfence, doublées de vos
innonbrables 7ua[i/é3 humaines vous onf valu [‘admiration de

fous.

W[a[yré vos innonbrables occupa/ions vous avez acceplé de suivre

["élaboration de ce fravail, ainsi gu '& sa mise & Jour.

Uous nous avez consezf[é, encoura_yé a pfusz'eurs reprises
Ueuillez frouver ici /‘expression de nofre proﬁmJ dévouement ef

de nofre yra/i/uofe.

A NOTRE MAITRE ET JUGE,
PROFESSEUR MAMADOU BADIANE,
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INTRODUCTION

Le bacille pyocyanique, bactérie pathogéne opportuniste acquiert de plus en plus
une place trés importante dans les infections nosocomiales pouvant aller d'une
simple sur-infection des plaies a une septicémie a pronostic grave.

En effet, de nombreux travaux ont souligné I'ampleur de ces infections dans les pays
industrialisés.

Il existe plusieurs facteurs favorisant l'apparition de ces maladies a savoir :
immunodepression causee par des affections, comme le cancer, le SIDA, les
leucémies, les brilures, le diabéte, mais aussi la senescence, le traitement abusif
par des antibiotiques a large spectre entrainant la sélection des souches
multirésistantes.

Certains graupes de personnes sont particulierement sensibles aux infections a
Pseudomonas : les prématurés, les vieillards, les traumatisés, les malades
hospitalisés d'une maniére générale.

Certains services constituent une cible de choix pour le bacille du genre de
Pseudomonas : unités néonatales, les chirurgies post-opératoires, les services de
réanimation, services de petites chirurgies.

A Dakar, l'étude épidémiologique des infections a Pseudomonas a commence
depuis 1973 (8) s'est poursuivie en 1976 (45), en 1980 (34), en 1983 (46), en 1986
(10) et en 1989 ( 16 ). Ces travaux insistaient sur la sérotypie, la biotypie et la
resistance aux antibiotiques.

Malgré toutes ces études, les infections & Pseudomonas ne cessent de croitre.

Le caractére multirésistant du genre Pseudomonas et la marge thérapeutique faible
des antibiotiques font que nous avons entrepris de poursuivre ces travaux sur la
surveillance de la resistance actuelle aux antibiotiques antipyocyaniques,et I'étude
des marqueurs épidémiologiques.

La premiére partie sera consacrée a des généralités sur le germe et la deuxiéme
présentera notre travail personnel.
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CHAPITRE I : HISTORIQUE

Au 18e siécle, le botaniste allemand MULLER découvrit des microorganismes en
batonnets trés mobiles et les appela monas (formes droites) ou vibrio (formes
spiralées).

En 1860, FORDOS réussit le premier isolement du germe & partir des plaies a pus
bleu, il donna le nom de pyocyanine a cette matiére, purifia le germe et le présenta
sous forme cristallisée.

En 1872, SCHROETER dénomme le germe "Bacterium aeruginosum" tandis que
GESSARD en 1882, isole le bacille et son pigment en culture pure a partir de
I'ancienne pourriture d'hopital et I'appelle " Bacillus pyocyaneun”.

CHARRIN (1884 - 89), WASSERBURG (1887) et GUIGNARD - CHARRIN (1887)
continuérent I'étude de la bactérie en décrivant des variétés et des atypies.

LEHMANH et NEWMAN dénomment le germe "Bacterium pyocyaneum" et
MIGULA en 1894 crée le genre Pseudomonas pour y classer le genre monas, genre
qui est trés hétérogéne avec la particularité de contenir a la fois, des protistes
eucaryotes et des bactéries (25).

En 1957, la 7éme édition du Bergey's Manuel (6) parlait de l'ordre des
pseudomonasdales en s'appuyant sur leur grande mobilité (due a l'implantation
polaire des flagelles).

En 1974, dans la 8¢ édition du Bergey's Manuel (6), les batonnets a gram négatif
sont divisés en trois groupes :

< bacilles aérobies stricts (dont Pseudomonas)
< bacilles anaérobies
< bacilles aéroanaérobies facultatifs.

La famille des Pseudomonadaceae est la plus représentée du groupe des bacilles a
Gram négatif aérobies stricts et la plus souvent rencontrée dans un laboratoire a
orientation médicale.

Le bacille pyocyanique (du grec : puon = pus et du latin cyaneus = bleu foncé) est
maintenant désigné sous le nom de Pseudomonas aeruginosa (du latin aeruginosas
= couvert de rouille).



CHAPITRE II : TAXONOMIE

2.1. Famillle des Pseudomonadaceae

La famille des Pseudomonadaceae est constituée par des bacilles a Gram négatif de
~ mobilité polaire gréce a des flagelles polaires, chimioorganotrophes, aérobies stricts
ayant un metabolisme exclusivement oxydatif.

Les bacilles de la Famille des Pseudomonadaceae sont incapables de fixer I'azote
atmosphérique (contrairement aux azotobactériaceae), d'oxyder les composés a un
atome de carbone (contrairement aux méthylomonadaceae) de vivre en association
symbiotique dans les racines de certaines légumineuses (contrairement aux
rhizobiaceae) et elles n'exigent pas de concentration de chlorure de sodium
supérieure a 12 % (contrairement aux halobactériaceae).

Malgré toutes ces restrictions la famille des Pseudomonadaceae reste vaste et est
constituée de cinq genres principaux :

© Genre Pseudomonas (genre type)

@® Genre Xanthomonas

© Genre Zoogloea formé d'une seule espéce Z. ramigera.
O Genre Gluconobacter.

2.2. Genre Pseudomonas.

Le genre Pseudomonas comporte 160 especes répertoriées en 1957. Mais 'édition
de 1974 du Bergey's Manuel retenait 29 espéces dont 13 d'intérét meédical. La
nouvelle édition du Bergey's Manuel retient 30 espéces principales.

L'essai de classification des Pseudomonas s'est appuyé pendant longtemps sur
quelques caracteres traditionnels comme la flagellation, l'oxydase, la respiration
anaérobie des nitrates, I'arginine dihydrolase, les enzymes périplasmiques et la
thermotolérance.

Avec ces caracteres, la classification de certaines espéces restait toutefois encore
difficile.

Au cours des deux derniéres décénnies, la classification a été améliorée et simplifiée
grace a de nombreux travaux taxonomiques parmi lesquels il convient de citer
surtout les études physiologiques de STANIER, PALLERONI et DOUDOROFF (59,
51) publiérent en 1966, les expériences d’hybridation rARN-ADN et ADN-ADN de
PALLERONI et coll. (59, 51) en 1973 et de VOS et DE LEY (59, 51) en 1983.

D'aprés ces auteurs la classification se fait comme suit :

Classification selon leur groupe d'hybridation rARN-ADN(a) des especes ubiquistes
(b) de Pseudomonas, Comamonas et Xanthomonas.
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I. Groupe ribonucleique fluorescens
la. sous groupe aeruginosa

* P. aeruginosa (espece type)
» P. fluorescens (5 biovars)

» P. chlororaphis

» P, aureofaciens

» P. putida

Ib. scus groupe stutzeri

s P, stutzeri
» P. mendocina

Ic. sous groupe alcaligenes

» P. alcaligenes
» P. pseudoalcaligenes

Id. P. pertucinogéna
Il. Groupe ribonucleique cepacia

* P. pseudomallei
* P. mallei

» P. cepacia

= P. caryophylli

= P. pickettii

lll. Groupe ribonucleique acidivorans

s P acidivorans
» P testosteroni
» Comamonas terrigena

IV. Groupe ribonucleique Xanthomonas
= Xanthomonas (Pseudomonas) maltophilia
V. Espéces de position incertaine

= P. dimunita

s P. vesicularis

* P. paucimobilis
(a) : d'apres PALLERONI et coll. (46, 27), KORSTERS et coll. (46, 27) et DEVOS
et coll. (46,27)
(b) : Sauf P. mallei qui est parasite pour les animaux et 'homme.



Cette classification a été possible grace a I'étude de nouveaux caractéres.

s |es besoins en facteurs de croissance
» |'assimilation d'une série de substrats carbonés
* |a voie de clivage des diphénols

Les critéres d'orientation parmi les groupes génomiques de Pseudomonas sont
regroupés au tableau n® 1 et 2.

GROUPES GENOMIQUES

CARACTERES 1 2 3 4 5
Croissance sur MM + acétate + + + - -
Utilisation b de - arginine d +¢ - - -
- betaine d e - - -

Autotrophie d - - d - -
Culture 41° C d + - - -
Accumulation de PHB -€ + + + -
Arginine dihydrolase d d - - -
Pigment fluorescent d - - - -

TABLEAU N° 1 : CARACTERES D'IDENTIFICATION DES GROUPES
GENOMIQUES DE PSEUDOMONAS (59).

MM = milieu minéral (sans carbone organique)
PHB = poly-béta-hydroxybutyrate
a) espéces de Pseudomonas citées dans la classification

b) utilisation comme source de carbone et d'énergie en milieu MM (additionné
eventuellement de facteur de croissance nécessaire)

c) sauf P. pickettii et P. solanacearum
d) en milieu MM sous atmosphére de H2 + CO2 + O2

e) sauf quelques souches de P. pseudoalcaligénes.



Groupes Génomiques
Caractéres (3] la 13 I id il s i 4 V| M
g
s e «| 2« S|5|E S e
g 8 < 518 BISlE _ s|=|§ §lg S§(%(3
© £ B8 E|% S|S|% € g|s8|s g/€ 8|5
g € §|% 8| g|8|/8 &8 ¥[8|8 8|5 ¢l&|8
a a Qe a|a aq|a|a a ‘al|la|a a|a oa | X |a
Nombre de flageiles o> > 1 1 1 1 |>1 0 >1] 1 |>1 >1 1 |>1] 1
Réserves de poly-f- - - - + + + + + 3+ -
hydroxybutyrate
Croissance & 4 °C - + d - - - — | Nd| - - - - - - - - - —
Croissance a 41 °C + - - d + + + 1+ + d d + d d d -] - -
Auxotrophie - -l - -/- -|-1- - =~~~ ={d +|+!4d
Utilisation comme seule source
de carbone et d'énergie .
Acélate + + |+ + |+ + N+ + +|+|+ +|+ + ]|+ |Nd
Glucose + + + i+ + |- ~] -+ + +[+| - ~|~- +]+|Nd
Tréhalose + - - — — - + + + - - - - - + | Nd
Maltose - - =+ - - -+ d - - =-= -1 -= <+ +|nNg
Inasital — + — - - — - — + + + - d - — - —_ Nd
Mannitol + + - d - — - - + + + - d - - - - | Nd
Arginine + + + - +{+ +1 -0+ + +4-1- -1~ -] -|Nd
Réaction de l'oxydase O I T B L S O AN ISR S AR R
Respiration des niates + d - + + — - - + d - + - - - - - -
Arginine-dihydrolase + + o+ - + + + -1+ + -1 -1- |- -=1-=- -
Clivage des diphénols {b) O O Or)Or Or| -~ — | =10 O Or)Or|Me Me| - =~ | - |Nd
Acidification oxydative du :
Glucose {c} S [ S S I B I I B T L o 1 2 1 I SR IRE I | I A
Fructose O (e S N I N S S S I S B I B
Mannose d + o+ + + - -l =1+ o+ +H)y - =1 - =1+ +
Lactose - d d - - - - - + + + - - - - - d +
Maltose - d d + - - - -+ + + - - - - dl+ +
Mannitol d + d d - - - + d + - + - - - - -
Hydrolyse de !
ONPG ¢ - -| - -] =-|N|- - d| -1 ~|= df+]+!
Esculine - - - - - - - | Nd | d]l - - =1- +1+1|+"
Malonate + d d d d - - — | Nd Nd + | + - - - =14+ - !
Lysine-décarboxylase - - - - - - -l - - = +{t-1-=- =1~ =14%+1-
Fhenylalanine-désaminase - - - d d d d + - - - d - - - - - ~
rtediolyse de macromolécules |
Amylase ~ - - + - - - - - - - - - - - + - d
Gélaunase d + - - - - - - + d d d - - d d + -
Lecithinase d + - - - - - | Nd| d d d - - - - - -
Désoxyribonucléase d ~ - - - - [ R - - - - |4 =1+ - [
Production de pyocyanine + - - | = - I I e e e
FProduction de pyoverdine + + + - - - _ - = = - - - - - ~
Hemolyse d d - - d — — d d — - - _ - - - -
Sensibilité 4 la polymyxine + d + + + + + + - - - - d d d d d d
Sensibilité a la furantoine - d - d - Nd d | Nd| Nd Nd - d + - d - - +
2+ — :caraciéie présent ou absent cher plus de BO p. 100 des souches: d : résuliat positif cher 20 @ B0 p. 100 des souches.

N3 non déterminé. Lectuce des réactions aprés 48 h d'incubation & 30 ©C (saul indication conuaire).
(o, Civage des diphenals (Stanier et col 1966) . Or . clivage en « artho »; Me : clivage en «méta x; — - absence de clivage.
&+ :acdification rapide en 24 h. (4] audrhicanon discréte. apparaissant souvent aprés 48 h au 72 h dlincubation,
S {d) idem pour une partie seulement des souches. Cuhue en milieu de Hugh et Leifson ou ea MEVAG

TABLEAU N°2: CARACTERES D'IDENTIFICATION
DES PRINCIPALES ESPECES DE
Pseudomonas (59).




CHAPITRE 111 : EPIDEMIOLOGIE DES INFECTIONS A
PSEUDOMONAS

Les infections graves a bacilles pyocyaniques sont connues depuis la fin du XiXe
siecle, mais elles sont restées rares jusque vers 1950, date de l'introduction des
antibiotiques en pratique courante.

L'usage intensif de ces produits, surtout en milieu hospitalier a conduit a la sélection
frequente des souches de P. aeruginosa résistantes a ces antibiotiques.

Par conséquent, cette résistance accrue crée une allure épidémique ; c'est pourquoi
de trés nombreux travaux ont été consacrés a I'épidémiologie des infections a bacille
pyocyanique.

3.1. Le germe
3.1.1. Les caracteres généraux

Le genre Pseudomonas est un bacille @ gram négatif mobile gréace a des ciliatures
polaires (sauf Pseudomonas mallei) presque toujours oxydase positive (sauf P.
maltophilia).

Son metabolisme est strictement respiratoire (oxygéne et parfois nitrate).

Il est chimioorganotrophe trés répandu dans la nature, ubiquiste (sauf P. mallei) et
souvent fortement résistant aux antiseptiques et antibiotiques usuels.

3.1.2. Habitat

Les souches de Pseudomonas sont saprophytes des eaux, des sols humides, des
végétaux, de I'environnement humain.
C'est ainsi qu'on distingue :

» les souches marines : dans les eaux de mer, elles sont halophiles
strictes ou facultatives ;

» |es végétaux concernés sont : plantes, fruits, fleurs, légumes et
surtout salades ;

» dans I'environnement, ils sont surtout fréquents en milieu hospitalier
dans les bouches de robinet, les draps, les solutions antiseptiques.
lls peuvent aussi vivre chez les animaux d'élevage : porc, bovin,
lapin, cheval ( 20 a 28 % de portage de souches de Pseudomonas
animales ).

» chez I'nomme il peut exister a I'état saprophyte dans son tube
digestif.



3.2. Sources de contamination

Le réservoir naturel de Pseudomonas, bactérie saprophyte est I'eau douce ou l'eau
de mer, les veégétaux au contact de cette eau et les sols humides.

Reglementairement, I'eau potable ne doit pas contenir de souche de Pseudomonas.
En fait, en France, elle en contient rarement dans les installations surveillées : moins
de 1 % d'échantillons contaminés (93). Mais dans certaines installations mal
surveillées, si on utilise un milieu d'enrichissement (milieu vert brillant selenite), la
culture de cette eau montre une prévalence de Pseudomonas aeruginosa, 3 a 22 %
dans l'eau de boisson, 37 % dans les eaux industrielles, 96 % dans les eaux
d'égouts.

Dans les habitations les réservoirs peuvent étre des sources potentielles de bacilles
pyocyaniques.

Des instruments contaminés peuvent étre en cause : solutions pour lentilles de
contact, cosmétiques.

En milieu hospitalier, sont sources de contamination, nébuliseurs et respirateurs
artificiels, cathéters veineux, sondes urinaires, perfuseurs et aiguilles mal stérilisées,
solutions d'antiseptiques, matériels opératoires (ciseaux, bistouris...). 1l a été
démontré que le bacille pyocyanique peut survivre et se multiplier dans I'eau distillée
sans donner de trouble visible a des concentrations bactériennes de 10
bactéries/ml.

3.3. Pouvoir pathogéne
Pseudomonas aeruginosa présente la particularité d'étre peu virulent chez l'individu
normal et au contraire, trés pathogene chez les sujets dont les défenses sont
altérées.

3.3.1. Pouvoir pathogene naturel

Le bacille pyocyanique est un germe pathogene opportuniste donc ne détermine de
maladie que dans certaines conditions qui lui sont favorables :

= aprés une inoculation agressive,
»chez les sujets a défenses altérées : traumatiseés (plaies et brilures),
immunodéprimés.

Les pathologies engendrées sont trés variées aussi bien chez 'homme que chez
I'animal.

Chez 'hnomme, on distingue schématiquement deux types de pathologie :
» |es infections cutanées



Elles se manifestent sous forme de folliculite a pyocyanique et surviennent chez les
usagers des bains de piscines publiques qui n'auraient pas été chlorées de fagon
adequate (27) Ces patients présentent une éruption sur les lombes et les fesses et
assez souvent une otite externe et une mastite.

= |les infections chez les immunodéprimes ou apres traumatisme

Chez les immunodéprimeés :

Ces infections sont souvent trés graves a cause d'une pathologie préexistante :
cancer, diabete, maladie pulmonaire, maladie cardiaque...

Chez les traumatises :

Les cellules sont détruites et il existe une porte d'entrée du germe (brullres, plaies
infectees). Il y a aussi le fait qu'ils peuvent subir une intervention chirurgicale ou
instrumentale (cathéter, dialyse, sonde).

Dans ces deux cas, les pathologies observées sont : la surinfection par le bacille
pyocyanique des plaies et brullres surtout étendues, les bronchopneumonies, les
otites externes malignes, les infections o culaires, les septicémies.

3.3.2. Pouvoir pathogéne expérimental (58)

Le bacille pyocyanique est habituellement peu actif chez I'animal immunocompétent
mais par contre, trés virulent chez 'homme immunodéficient. Ces essais d'infections
expérimentales servent a reproduire les infections humaines permettant ainsi :

= d'évaluer la virulence des souches et le réle des divers facteurs de
virulence,

» d'appréecier le réle des defenses immunitaires de I'héte,

= de mesurer l'activité thérapeutique des antibiotiques in vivo.

L'expérience nécessite la préparation d'un inoculum de forte concentration a partir
de la souche de Pseudomaonas chaoisie.

Les voies d'inoculation qui peuvent étre utilisees sont la voie buccale (le tube
digestif, la trachée), la cornée, la vessie, la voie cutanée, les voies genérales
(veineuses ou péritoneéales).

La dose a inoculer est d'autant plus forte que I'animal est de poids élevé.
Les animaux sensibles sont le cobaye, le lapin, la souris.

Chez l'animal immunocornpétent, l'infection expérimentale ne refléte que trés
imparfaitement la maladie naturelle. A ce titre, la cornée non lésée résiste a un
inoculum de 10 & 109 bactéries / ml (59) et l'inoculation locale d'une dose inférieure
a la DL50 crée une réaction inflammatoire initiale qui régresse en quelques jours et
la généralisation ne se produit pas.



Pour bien apprécier le pouvoir pathogéne expérimental, l'animal est mis en
immunodépression par des procédés comme [l'utilisation de substances
neutropéniques (vincristine, moutarde azotée) (16,59), la réalisation d'état
traumatique (brulires, scarifications de la cornée).

Des expériences récentes ont montré que la virulence des souches de
Pseudomonas était en réalité trés variable. Ainsi :

» chez le cobaye : on observe le signe de STRAUS qui est une
periorchite purulente. L'étude histologique des lésions montre des
images de granulomes tuberculoides sans caseum.

» chez le lapin rendu neutropénique par la moutarde azotée,
l'ingestion d'eau de boisson contaminée de fagon prolongée par
Pseudomonas aeruginosa crée un syndrome associant conjonctivite,
irritation nasal, cedéme facial massif, ulcération des muqueuses
linguales ou buccales.

3.4. Mode de transmission

< Autoinfestation :

* le malade s'infeste a partir du germe prééxistant dans sa flore. Ces
infestations sont endogenes et sont la consequence soit d'une
perturbation de la flore intestinale, soit d'un déficit immunitaire, soit
d'une fragilisation localisée : c'est le cas des malades
trachéotomisés, plaies infectées de diabétique le plus souvent,
malades cathétérisés ou ayant des sondes a demeure.

< Hétéroinfestation : deux cas peuvent étre retenus :

» infestations des hommes par les animaux. Dans ce cas ce sont des
maladies professionnelles trés rares et contagieuses qui
n'atteignent que les manipulateurs ( vétérinaires, bactériologistes ).

Exemple : la morve est une maladie pratiquement spécifique des équidés due a
Pseudomonas maliei découvert par LOEFFLER en 1882 (6) ; elle peut étre

transmise accidentellement a 'nomme (surtout aux vétérinaires).

< exoinfestation :

* la transmission du bacille pyocyanique a un malade hospitalisé a
partir d'une source extérieure est réalisée le plus souvent par des
végeétaux, soit les fleurs coupées (I'eau de vase) soit les fruits et
surtout les léegumes crus ou les salades (tomates, carottes, laitues,
radis...) ‘

D'aprés KOMINOS et coll. (59), un patient qui mange une portion de salade, de
tomate peut ingérer jusqu'a 5 000 cellules de Pseudomonas aeruginosa.
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3.5. Les sujets sensibles

Pseudomonas aeruginosa étant un germe "opportuniste” il n'est pas pathogéne
pour le sujet sain qui posséde des barrieres normales de défense. Mais l'infection
devient possible dans certains services ou les patients sont tres réceptifs.

* les unités néonatales (prématurés, nouveaux nes, nourrissons),

* |es services pour personnes ageées atteintes d'infections graves,
chroniques, métaboliques, les unités de soins intensifs pulmonaires,
urologiques, cardiaques, ophtalmologiques,

= en traumatologie (blesses, accidentés, briles),

= en chirurgie on observe des infections post-opératoires (lors des
greffes...),

= en cancérologie ou les patients subissent un traitement
immunosuppresseur.

Enfin ces infections peuvent se retrouver chez les femmes enceintes et aussi en cas
de traitement prophylactique ou curatif des malades par des antibiotiques a large
spectre qui contribuent a 'augmentation de la fréquence du germe.

3.6. Facteurs de risque

Les infections aigués a Pseudomonas aeruginosa surviennent essentiellement a
I'hépital. Par exemple, O' BRIEN et coll. (27) ont montré que la prévalence des
bactériemies a Pseudomonas augmentait en fonction de la durée de séjour des
patients a I'hGpital.

On peut admettre que, en moyenne, 0,5 % des patients hospitalisés sont victimes
d'une infection nosocomiale bactériémique a Pseudomonas aeruginosa (17).

Cette prévalence dépend d'une part du site de linfection (15 a 20 % pour les
brilures, 10 a 15 % pour les infections respiratoires basses et urinaires), d'autre
part, du niveau technologique medical et du recrutement des patients (7 % des
bactériémies surviennent dans les C.H.U. contre 2 % dans les autres hdpitaux).
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- CHAPITRE 1V. : ETUDE BACTERIOLOGIQUE
4.1. Caractéres morphologiques et ultrastructure (24, 27)
4.1.1. Caractéres morphologiques généraux

Les bacilles du genre Pseudomonas ont la forme de batonnets, rigides droits avec
des extrémités arrondies. Ils mesurent 0,6 X 2 ym et sont oxydase positive.

lls sont mobiles et leur mobilit¢ est due a des flagelles (25nm de diamétre)
d'implantation polaire. Le nombre de flagelles peut varier de 1 a 10.

Leur respiration est de type aérobie stricte.

Leur respiration anaérobie se fait par les nitrates mais ce caractére n'est pas
constant, il est caractéristique de certaines espéces P. aeruginosa, P. stutzeri, P.
Pseudomallei ou de certains biotypes, B, C et F de P. fluorescens.

4.1.2. Ultrastructure (19)

La structure de la barriére cellulaire de Pseudomonas est similaire a celle des
entérobactéries. Le germe est limit¢é par deux membranes de PLP
(phospolipoprotéine) : une membrane cytoplasmique et une membrane externe
entre lesquelles s'intercalent I'espace périplasmique et le feuillet mucocomplexe.

* la membrane externe contient des protéines qui constituent,
associées au LPS, les récepteurs spécifiques des bactériophages et
bactériocines. Cette membrane est d'une grande importance parce
qu'elle est en contact direct avec I'héte.

= |es flagelles peuvent étre observés au microscope électronique
aprés une coloration spéciale (technique de Leifson ou de
Rhodes).

D'aprés Leifson (59), il est possible de reconnaitre plusieurs formes de flagelles
surtout d'aprés la longueur d'onde compléte: flagelle "normal” (longueur égale ou
inférieure a 1um) et flagelle bouclé (longueur d'onde supérieure a 3 pm) et I'aspect
des flagelles. Les cellules de Pseudomonas peuvent, en conséquence étre réparties
en quatre types :

< cellules monotriches : un seul flagelle polaire,(cas de Pseudomonas aeruginosa),

< cellules multitriches : une touffe de 2 a 10 flagelles polaires normaux (P.
fluorescens),

< cellules lophotriches : une touffe de 2 a 10 flagelles polaires bouclés (P.
acidivorans et P. testosteroni).

< cellules aflagelliées et immobiles : P. mallei

< les pili sont en position polaire au nombre de 2 a 12 par pdle. Ce sont des

filaments fins (5-6 nm de diamétre) et longs de 2,5 pm, flexibles et élastiques.

lls sont constitués d'une seule protéine (la piline qui est un polypeptide simple de
144 acides aminés, 15 KDa) et porte 4 déterminants antigéniques.
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4.1.3. Structure génomique (59)

L'étude de cette structure génomique a permis d'établir la nouvelle taxonomie du
genre Pseudomonas.

= Ftude du GC %

» hybridation DNA-DNA : permet de créer au sein d'une méme espece
soit une homologie a haut niveau, peu ou pas d'’homologie
interspecifique.

= hybridation rARN-DNA : des souches qui ne semblaient pas
apparentées selon I'hybridation ADN-ADN peuvent le devenir selon
I'hybridation rARN-DNA. Le niveau d'homologie obtenu est élevé
80-100 %.

La classification par I'nybridation rARN-DNA a permis de creer les groupes et
I'nybridation ADN-ADN les sous groupes.
4.2. Caractéres culturaux et pigments
4.2.1. Milieux et aspects des colonies

Le bacille pyocyanique se cultive trés facilement sur milieu ordinaire, il est incubé
entre 30 et 37°C et dégage une odeur aromatique.

Le pH favorable a sa croissance est de 7,2 mais peut varier de 6 a 8.
4.2.1.1. les milieux ordinaires
4.2.1.1.1. Bouillon nutritif

Le bouillon trypticase soja constitue un trés bon milieu nutritif, la culture donne en 24
h, un abondant trouble homogene et se recouvre d'un voile fin, blanc et gras (aspect
glaireux).

4.2.1.1.2. Gélose nutritive

La gélose Mueller Hinton ou la gélose tryptycase soja permettent un excellent
isolement.

4.2.1.2. Milieu sélectif

* milieu au cetrimide
C'est une gelose rendue sélective pour Pseudomonas aeruginosa par I'addition d'un
dérivé de Il'ammonium quaternaire (le bromure de N- Cetyl-N, N, N-
trimethylammonium ou cetrimide). Ce milieu favorise la pigmentation de
Pseudomonas aeruginosa.
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4.2.1.3. Aspect des colonies (59)

Sur ces milieux, il apparait des colonies d'aspects différents:
arrondies, lisses, convexes, extensives et de dimensions variables, classées comme
suit :
= colonies small (type Sm) : elles sont petites, lisses, mates,
légérement bombées avec un bord circulaire régulier ( figure 1 ).

= colonies fried eggs (180) (type FE) : elles sont larges, rugueuses,
avec un centre plus bombé et un bord regulier ( figure 2 ).

* colonies mucoid (type M) : elles sont muqueuses, bombées,
opaques, filantes( figure 3 ).

Ces colonies s'observent surtout dans les sécrétions bronchiques des enfants
atteints de fibrose kystique (ou mucoviscidose).

4.2.2. Les pigments

La production de pigments hydrosolubles, diffusant dans les milieux de culture est
I'une des caractéristiques les plus spectaculaires des souches de Pseudomonas.

Les types de pigments produits sont :

< La pyoverdine : pigment jaune-vert fluorescent en milieu alcalin, soluble dans
I'eau et non dans le chloroforme. Elle est produite par le groupe fluorescens. Elle
est bien exprimée sur gélose Mueller-Hinton mais aussi sur le milieu King B. elle
donne une fluorescence en lumiére UV ( figure 4 ).

» Les pigments phénaziniques non fluorescents:

< La pyocyanine : pigment bleu soluble dans le chloroforme . C'est un pigment
spécifique de Pseudomonas aeruginosa ; il est bien exprimeé sur milieu spécifique
( King A).

Ce pigment est un indicateur de pH car il est bleu en milieu neutre et alcalin rouge

en milieu acide ( figure 5 ).

< La pyorubrine ou aeruginosine A: c'est un pigment rouge-brun bien exprimé sur
milieu Kligler-Hajna . C'est aussi un dérivée phénazinique. Cette variété est
produite par Pseudomonas aeruginosa ( figure 6 ) .

< La pyomélanine: c¢'est un pigment brun-noir ou acajou. Ce pigment est produit par
des souches de Pseudomonas aeruginosa isolées en particulier des lésions
purulentes ( figure 7 ).

Les souches de Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas mendocina produisent
souvent des colonies pigmentées en jaune ou brun clair. Ce pigment est non
diffusible et peut étre di soit a la présence de caroténoides soit & une abondance de
cytochromes et de flavines. |l existe des espéces apigmentées plus ou moins isolées
en particulier chez des sujets traités de fagon partiellement efficace par certains
antibiotiques.
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Figure 5: Pyocyanine



Yigure 7 : Pyomelanine




4 3. Caractéres biochimiques.

Les caractéres biochimiques de Pseudomonas aeruginosa sont étudiés de
préférence a 30°C.

4.3.1. Propriétés métaboliques :
4.3.1.1. Métabolisme respiratoire.

Le bacille pyocyanique est aérobie strict, il peut vivre en anaérobiose dans un milieu
contenant des nitrates ( milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate ). Le type respiratoire est
étudié avec la gélose viande-foie ( VF ).

Il posséde une catalase et un cytochrome oxydase qui sont des enzymes
respiratoires.

4.3.1.2. Métabolisme glucidique.
Les glucides sont une source d'énergie essentielle. Leur catabolisme est oxydatif.
4.3.1.3. Métabolisme protidique .

De nombreuses especes de Pseudomonas sont activement protéolytiques.
Pseudomonas aeruginosa liquéfie rarement la gélatine, peptonise en deux ou trois
jours la caséine du lait tournesolé ; le sérum et l'albumine de boeuf coagulés sont
digéreés en 24 a 48 heures.

L'hydrolyse de I'amidon est spécifique de certaines especes : Pseudomonas stutzeri
et Pseudomonas pseudomallei.

4.3.1.4. Métabolisme lipidique.

Il existe chez le genre Pseudomonas une lécithinase C recherchée sur gélose au
jaune d'oeuf. Cette réaction est fortement positive chez certaines espéces telles que
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas pseudomallei.

D'autres caractéres métaboliques permettent de définir le genre Pseudomonas et
I'espece aeruginosa:
* Réduction des nitrates en nitrites puis azote gazeux.
» |'abondante production d'ammoniac lors des cultures en eau
peptonée.
= | 'absence de la production d'indole dans le milieu urée-indole .
» La présence d'arginine dihydrolase ( ADH ).
= | 'absence de lysine ou d'ornithine décarboxylase ODC ( sauf P.
pickettii) et LDC ( sauf P. maltophilia et P. cepacia).
Le test a 'ONPG ou recherche de 'ONPG dihydrolase:
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POIDRON et coll. (44) ont précisé la localisation périplasmique de cette enzyme et
en ont etudié les différentes propriétés.

VIEU J.F. et VIEU M. (61) ont essayé de préciser dans quelle mesure la relation
entre serogroupe O:11 et activité ONPG hydrolase est constante . Le test a 'ONPG
est une étude de la dégradation du lactose, on l'appelle aussi la recherche de la
béta-galactosidase.

4.3.2. Les milieux d'identification biochimique.
On utilise le portoir réduit de LE MINOR :

milieu Kligler-Hajna

milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate
milieu Citrate de Simmons

milieu Urée-Indole de FERGUSON
milieu Lysine-Fer ( LDC )

milieu a I'Ornithine-Mobilité (ODC )
milieu a l'argine dihydrolase (ADH)

Les caracteres biochimiques sont regroupés dans le tableau ci-aprés:

MILEUX CARACTERES BIOCHIMIQUES
Urée - Indole Urée -ou+
Indole -
Mannitol - Mobilité Mannitol -
Mobilité +
Lactose -
Glucose -
Kligler - Hajna H2S -
Gaz -
ONPG -ou+(0:11)
Lysine décarboxylase LDC -
Citrate de Simmons Citrate -ou+

TABLEAU N°3 : CARACTERES BIOCHIMIQUES POUR

L'IDENTIFICATION des Pseudomonas
4.4, Les toxines et enzymes sécrétées.

Pseudomonas est capable de produire de nombreux meétabolites diffusibles . Ces
substrats sont capables de jouer un rdle soit dans la virulence de la bactérie soit
dans la protection contre la maladie. La premiére étude globale a été faite par LUI et
coll. (59).

On distingue principalement des protéases, des hémolysines, des toxines protéiques
en particulier I'exotoxine A .
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4.4.1. Les enzymes.

< Les protéases.

Au moins 90% des souches de Pseudomonas aeruginosa ont une activité
protéolytique .

La toxicité générale des protéases est modérée. La DL50 est de 60 a 400 ug pour la
souris. Leurs effets in vivo sont localisés dans le tissu sous-cutané et provoquent
une hémorragie locale en quelques minutes et une nécrose plus tardive.

< La phospholipidase C

C'est une enzyme hémolytique. Sa toxicité apparait faible in vivo. Inoculée par voie
sous-cutanée au lapin, elle provoque une réaction inflammatoire limitée,
oedémateuse, érythémateuse ou hémorragique ressemblant aux formes cutanées
de l'infection naturelle.

4.4.2. Les toxines.

< L'exotoxine A :

Elle a été découverte par LIU (27) dans le sang de lapin moribond apres inoculation
d'une culture vivante.

C'est une toxine protéique léthale produite par Pseudomonas aeruginosa. C'est le
produit le plus toxique avec une DL50 de 0.1 & 0.2 pg pour la souris.

L'injection péritonéale de 5 a 10 DL50 a la souris provoque une leucopénie et une
thrombopénie intense avec augmentation du temps de coagulation. La souris meurt
en deux jours.

4.5. Structure antigénique et réponse immunitaire

Le bacille pyocyanique possede quatre types d'antigenes:

les antigénes thermostables ou antigénes O , les antigenes thermolabiles ou
antigénes H flagellaires , des enzymes protéiques et le "Slime" qui est
polysaccharidique .

Le "Slime" est présent surtout chez les colonies de type mucoid et chez les micro-
colonies . Il a des proprietés anti-phagocytaires et de plus empécherait la
pénétration des antibiotiques jusqu'a leur site d'action. L'immunité contre les
infections a Pseudomonas aeruginosa est sous la dépendance directe d'anticorps
humoraux qui sont essentiellement les opsonines .

Chez les sujets immunisés soit par une infection préalable soit par une vaccination
polyvalente, les opsonines permettent une phagocytose trés active dans le foyer
primaire.

La colonisation superficielle du bacille pyocyanique n'induit pas une production
significative d'anticorps.

Dans les infections chroniques, il y a une €levation du taux d'anticorps. Dans les
infections aigués, cette élevation est un bon pronostic mais ne I'est pas dans la
mucoviscisdoses ou les immuns-complexes contribueraient a la destruction
tissulaire.

L'immunité cellulaire constitue aussi un facteur important dans la défense contre les
infections a bacille pyocyanique .
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4.6. Marqueurs épidémiologiques (59)

L'étude épidemiologique des infections a Pseudomonas a permis de développer des
methodes de typage : biotypie, sérotypie, antibiotypie.

4.6.1. Pyocynotypie (60)

Les pyocynes élaborées par P. aeruginosa peuvent étre utilisées comme marqueurs
épidémiologiques. La pyocynotypie est la méthode la plus sensible pour étudier les
épidémies hospitalieres mais un peu plus compliquée a mettre en oeuvre. Elle
consiste a tester la sensibilité d'une souche inconnue a des pyocines produites par
des souches de reférence.

On peut aussi procéder dans 'autre sens.

La pyocynotypie peut étre modifiee in vivo par antibiothérapie.

La méthode standard est celle de GILLIES et GOVAN (1966) (16) basée sur 13
souches de reférence.

4.6.2. La sérotypie

Les premieres études antigéniques de P. aeruginosa ont montré qu'un typage de
cette bactérie par agglutination était possible.

Ce typage concerne les antigenes thermostables. La premiére étude systématique
des antigénes thermostables a été réalisée en 1957 par HABS (22).

Avec des lapins inoculés par des suspensions bactériennes chauffées a 120°C,
HABS obtient des sérums anti-O capables d'agglutiner la souche homologue.
L'agglutination se fait sur lame avec des cultures de 16 a 18 heures. Il existe 16
groupes antigéniques.

4.6.3. La biotypie(20).

C'est l'identification des souches par des caracteres biochimiques. Ces caractéres
peuvent étre communs a plusieurs bactéries et on connait mal leur stabilité
génétique. La biotypie se fait par la recherche de Il'orthonitrophenyl R galactoside
perméase. La biotypie a un intérét limite.

4.6.4. Antibiotypie
Le profil antibiotique observé dans I'antibiogramme peut aider a l'identification d'une
souche. La résistance naturelle a un antibiotique conduit a parler de phénotype de

résistance, mais des modifications peuvent apparaitre au cours de l'antibiothérapie
et l'interprétation sera nuancée.
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4.6.5. Lysotypie (60)

Le bacille pyocyanique peut étre lysé par de nombreux phages lytiques. Presque
toutes les souches de P. aeruginosa sont lysogenes et souvent polylysogenes.

Une méme souche peut héberger sur le chromosome ou sur un plasmide jusqu'a 8
ou 10 phages tempérés (Holloway et Krish-napillai) (59).

La lysotypie est recherchée chez les souches de P. aeruginosa isolées des fibroses
kystiques {mucoviscidoses). La lysotypie apparait trop sensible et une différence de
sensibilité d'au moins 2 phages sera nécessaire pour affirmer que deux souches ne
sont pas épidémiologiquement identiques.
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CHAPITRE V : SENSIBILITE ET RESISTANCE AUX
ANTIBIOTIQUES

5.1. Notion de résistance

La résistance d'une souche bactérienne a un antibiotique est définit comme étant la
capacite de cette souche de se multiplier dans une concentration d'antibiotique
supérieure a celle qui inhibe la majorité des souches appartenant a la méme espece.

5.1.1. Résistance naturelle

Certaines souches sont spontanément résistantes a certains antibiotiques, c'est le
phénomene de résistance naturelle.

5.1.2 Résistance acquise

-Des souches sensibles a certains antibiotiques peuvent par la suite devenir
resistantes, dans ce cas on parle de resistance acquise. Celle-ci se fait
generalement par mutation ou par transfert de génes.

5.2. Mécanisme de résistance
5.2.1. Mécanisme biochimique
5.2.1.1. Bases geénétiques de la résistance (57)

Les B lactamases des bactéries a8 Gram négatif peuvent étre de déterminisme
chromosomique ou plasmidique. Elles sont inductibles ou constitutives. Leur
localisation est périplasmique. Elles peuvent étre soit dirigées vers les pénicillines,
soit vers les céphalosporines, soit de large spectre.

= résistance chromosomique

Elle est due a des mutations. Une mutation est une modification rare spontanée
(induite par des agents mutagenes) pouvant affecter un certain nombre de
caracteres bacteriens. Le DNA (I'acide desoxyrubonucléique) chromosomique est le
support du code génetique. Une mutation peut étre une delétion, une substitution ou
une addition de géne ; ce qui conduit a un decalage dans la lecture du code.

Les R lactamases chromosomiques sont soit des penicillinases soit des
céphalosporinases :

< les pénicillinases chromosomiques hydrolysent I'ampicilline et la carbénicilline. Le
phénotype de résistance de pénicilinase a bas niveau est ampiciline R,
carbénicilline R, céfalotine S ou |, amoxicilline + acide clavulanique R . Elles sont
retrouvees chez les Klebsiella.
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< Les céphalosporinases chromosomiques hydrolysent les céphalosporines de 1ére
et 2eme géneration, a un moindre degré les aminopénicillines (ampicilline) leur
phénotype de résistance est amoxicilline R, carbénicilline R, amoxicilline + acide
clavulanique R, céfalotine R.
Ce mode est trés important chez P. aeruginosa

» Résistance plasmidique.

Ce sont des plasmides R qui sont a la base de cette résistance. Un plasmide est un
morceau.d'ADN double-brin pouvant porter un grand nombre de génes. |l est extra-
chromosomique.

Chez P. aeruginosa, on connait une trentaine de plasmides dont 11 codent pour la
resistance a la carbénicilline, 3 pour la gentamicine et 4 a la fois pour les deux
antibiotiques.

- Une dizaine d'enzymes sont définies sur des plasmides de bactéries & Gram négatif.

Les 3 lactamases TEM-1, TEM-2 et HMS-1 sont des enzymes a large spectre et ont
une activité hydrolysante touchant 'ampicilline, la carbénicilline, les céphalosporines
de 1ére et 2éme génération.

Les R lactamases OXA-1, OXA-2, OXA-3, OXA-4, OXA-5, OXA-6 hydrolysent les
isoxozolyl-pénicilline et I'ampicilline.

Les R lactamases PSE-1, PSE-2, PSE-3, PSE-4 hydrolysent I'ampicilline et la
carbénicilline. Elles sont essentiellement retrouvees chez P. aeruginosa et sont
responsables de résistance a la carbénicilline.

Parmi les souches de P.aeruginosa résistantes a la carbénicilline et qui sont 3
lactamases positives , la fréquence des différentes B lactamases constitutives sont
respectivement de PSE-1 (carb-2) 53,8 %, OXA 30,5 % et TEM 8,7% ( PHILIPPON
A.et coll (43), 1984).

» Résistance mixte

Les deux mécanismes précédents sont impliqués, il y a une double résistance par
mutation et par plasmide.

= Résistance croisée

Lorsqu'un germe est réfractaire a un antibiotique, il le devient pour d'autres
antibiotiques de la méme famille ; on parle de résistance croisée.



5.2.1.2. Classification des béta-lactamases

Les classifications des béta-lactamases sont nombreuses, variées et sont faites
selon certains criteres ( tableau 4 et 5).

= |e profil du substrat

* |a technique d'isoélectrofocalisation sur gel de polyacrylamide

» [e point isoélectrique

* les inhibiteurs (ions chlorures, cloxacilline, carbénicilline,
parachloromercuribenzoate)

* |e déterminisme génétique

» |e poids moleculaire.

MEDIATION | TYPE Classe | Inductible | PRINCIPAUX GERMES

1 + Entérobacter, Serratia, Proteus
CITROMO Céphalosporinase

+ E. eoli, S. sonnei, B. fragilis
SOMI Pénicilllinase 11 - Proteus mirabilis
Pseudomonas thomassii
QUE Large Speetre v Klebsiella, Bactéroides
PLAS TEM I - TEM-1, TEM-2
MIDI OXA A% - OXA-1, OXA-2, OXA3
QUE PSE - PSE-1, PSE-2, PSE-3, PSE4-4
J

TABLEAU N°4 : CLASSIFICATION DES BETA-LACTAMASES DES
BACILLES A GRAM NEGATIF DE RICHEMOND ET
SYKES (3, 35)

TEM : D'aprés Temoniera : nom du malade chez qui la premiére souche a été isolée
SHV : Sulphydryl variable

HMS : HEDGES, MATTHEW et SMITH

PSE : Pseudomonas specific enzyme

OXA : Oxacillinase




MATTEW MITSUHASHI PITTON |LIBIA PHILIPPON | RICHMOND et
SHAKES

Cépholosporinase | Céphalosporinase 1
TEM-1 TEM-1

TYPE la Typel 1la
TEM-2 TYPE Ib IIla
HSV-1 TEM1

Type2 IV

HMS-1
OXA-1 TYPE 11 Va
0XA-2 TYPE 11 Vb
OXA-3 \'
|OXA-4
OXA-5
OXA-6
PSE-1 TYPE IV CARB-2 A
PSE-2 \
PSE-3 CARB-4 Ve
PSE-4 CARB-1 vd

TABLEAU N°5 : RELATION ENTRE LES DIFFERENTES
CLASSIFICATIONS DE BETA-LACTAMASES (3,35)
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5.2.2. Mécanisme moléculaire de la résistance
5.2.2.1. Résistance aux 3 Lactamines
Chez les bactéries a Gram négatif, trois mécanismes sont possibles.

< penétration a travers la membrane externe

< modification des PLP par mutation, rare mais qui peut exister chez le bacille
pyocyanique

< I'hydrolyse enzymatique de la liaison R lactame par production de B lactamases
variées  (pénicillinases-céphalosporinases) d'origine  chromosomique ou
plasmidique.
Ce mécanisme est de loin le plus fréquent.

Chez P. aeruginosa, les enzymes d'origine chromosomique et plasmidique sont
intracellulaires et habituellement constitutives.

Le clivage du cycle des B lactames par les B lactamases est representé a la figure
N° 8

5.2.2.2. Résistance aux aminosides

Les aminoglycosides sont classés en deux groupes selon leur structure chimique :
streptomycine et spectinomycine caractérisées par la présence d'un cycle
streptidine. Tous les autres aminosides possédent un noyau streptamine.

Leurs mécanismes de résistance sont :

< ceux dus aux mutations chromosomiques trés rares mais de niveau tres éleve.
s'agit essentiellement de la modification de la sous-unité 30s du ribosome qui ne
fixe plus les antibiotiques.

< ceux dus aux plasmides sont les plus fréquents. Les plasmides codent pour les
enzymes modificateurs des aminosides. L'action de ces enzymes néecessite de
I'energie par ATP ou l'acétyl coenzyme A.
Ces enzymes vont interférer dans le systeme de transport des antibiotiques.

On distingue trois classes selon le type chimique.

* les aminoglycosides acétyl-transférases (AAC) dont 11 ont été
décrites. Il y a transfert d'un radical acetyl sur les groupements
aminés des aminosides.

» les aminoglycosides adényl-transférases (AAD) dont 5§ ont éte
decrites. Un groupe adény! se fixe sur les groupements OH.

* Les aminoglycosides phosphoryl transférases (APH) dont 7 ont été
décrites ; les radicaux OH sont phophorylés pour chacune de ces
classes. Il y a plusieurs types d'enzymes.
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A titre d'exemples : AAD2 inactive la gentamicine, la tobramicine et la kanamicine ;
APH3 n'inhibe que la streptomycine.

» un troisieme mécanisme peut intervenir : la permeéabilité de la paroi
aux aminosides qui est retrouvée surtout chez les souches a niveau
de résistance faible.

5.2.2.3. Résistance aux quinolones
Pour l'acide nalidixique et pour les autres quinolones, la résistance se fait par
altération du site d'action. Trois mutations au niveau de I'ADN gyrase sont connues.
La mutation nal A est la plus fréquente et confere une résistance a haut niveau a
l'acide nalidixigue.
Sur P. aeruginosa l'activité de la norfloxacine est supérieure a celle de la
péfloxacine, la résistance aux R lactamines antipyocyaniques semble augmenter le
potentiel de résistance aux nouvelles quinolones.

5.2.2.4. Résistance aux sulfamides

| 'essentiel de cette résistance est de nature plasmidique par synthese d'une
dihydropteroate-synthétase plasmidique.
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CHAPITRE VI : DIAGNOSTIC DES INFECTIONS A PSEUDOMONAS
(20)

Les infections a bacille pyocyanique peuvent revétir différentes formes cliniques
allant de la simple surinfection des plaies, aux infections graves généralisées &
pronostic severe.

Les infections les plus frequentes sont les infections urinaires, pulmonaires,
cutanées, ORL, oculaires, les endocardites, les osteites.
D'autres sont plus rares : les gastroentérites et méningites.

6.1. Les infections urogénitales

Ce sont les plus fréquentes. Elles sont en recrudescence, ne sont jamais primitives
mais toujours secondaires a une exploration des voies urinaires : sonde veésicale,
sonde uréthrale a demeure ou intervention rénale, prostatique, vésicale.

STEG et ALBOUKER (53) donnent une trés bonne description de l'infection urinaire
dans laquelle ils soulignent l'importance du réle des examens locaux dans la
survenue de ces infections.

L'age avancé de certains malades, |'antibiothérapie et la fréquence d'anomalies au
niveau de I'appareil urinaire jouent un role capital dans I'apparition de ces infections.

Le diagnostic de linfection urinaire a P. aeruginosa se fait par l'examen

cytobactériologique des urines.

Les infections urinaires a bacille pyocyanique n'évoluent pas spontanément vers la

guérison et elles ont une allure asymptomatique. En dehors des brulires

mictionnelles, de la pollakiurie et la dysurie, elles. peuvent étre totalement
~~ inapparentes. Cependant, les infections inapparentes peuvent évoluer vers une
~ bactériémie ou vers une orchiépididymite chez I'homme.

6.2. Les infections pulmonaires

Les bronchopneumonies a bacille pyocyanique ne représentent que 2 a 3 % des
pneumonies et elles s'observent surtout chez les patients atteints de fibrose
kystique, de pneumopathies chroniques, de diabete, de cancer, de leucémie, et chez
les trachéotomisés. Ces pneumonies sont trés rarement primitives chez le sujet sain.

Les formes cliniques sont le plus souvent des Iésions pulmonaires hémorragiques et
nécrotiques alors que les réactions inflammatoires sont souvent absentes.

Dans la fibrose kystique, la colonisation des bronches et des poumons par P.
aeruginosa est presque inéluctable au cours de I'évolution.

Les souches de type FE sont rapidement remplacées par des variants muqueux qui
deviennent, aprés quelques mois la flore dominante des sécrétions bronchiques.
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Les souches M déterminent peu a peu une atelectasie pulmonaire compliquée
éventuellement de dilatation des bronches et de pneumonie.

Le diagnostic de ces infections bronchiques se fait par I'analyse des expectorations
ou du liquide obtenu par ponction pleurale.

6.3. Les infections cutanées.

Elles sont regroupées en deux : l'infection des plaies et brilures et le gangreosum
d'EHLERS qui est caractéristique du bacille pyocyanique.

< Chez les brilés : l'infection débute par une escarre qui s'étend aux tissus de
voisinage et peut conduire a une septicémie brutale.

< Ecthyma gangrenosum est spécifique de Pseudomonas aeruginosa et se
manifeste par des bulles hémorragiques qui se rompent et se nécrosent. Ces
bulles sont Ilocalisées au niveau de l'aine, du dos , des mains, des pieds et des
fesses.

Cette infection fréquente chez les leucémiques, succéde a une invasion cutanée et
une septicémie.

Il exite d'autres formes cliniques : "ongle-vert" avec peri-onyxis, intertrigo des orteils.

Le sérotype O:11 est le plus souvent en cause dans les infections cutanées en
_générale en association avec les souches de Staphylococcus. Le diagnostic se fait
par écouvillonnage des plaies et des bulles.

6.4. Les gastroentérites.

Les gastroentérites surviennent sous formes d'épidémies dans les unités néonatales
(prématurés, créches ).

Elles sont séveres . La mort survient dans un tableau d'acidose par déshydratation.
Les entérites d'origine hydrique, dite fievre de Shangai sont provoquées par
ingestion d'eau potable, accidentellement contaminée par Pseudomonas
aeruginosa. Dans ce cas le bacille est isolé par coproculture.

6.5. Les endocardites.

La responsabilité du bacille pyocyanique est faible : 1% des cas.

Les endocardites s'observent surtout dans les interventions chirurgicales : cathéter,
arteriographies, hémodialyse.

Dans ce cas le bacille est isolé par hémoculture.



6.6. Les septicémies.

La septicémie a bacille pyocyanique est la forme grave car mortelle dans plus de la
moitié des cas. Le plus souvent elle succéde a une infection localisée a
Pseudomonas : cutanée , pulmonaire, génito-urinaire.

Plus de 80% des septicémies a Pseudomonas apparaissent & I'hopital dont 50%
apres une intervention chirurgicale ou instrumentale .

Le tableau clinique peut montrer un choc brutal toxi-infectieux mortel en quelques
heures ou une forme moins brutale avec coagulation intravasculaire disséminée, une
jaunisse ou des hémorragies intestinales.

6.7. Les méningites.

Ce sont aussi des infections graves dues aux Pseudomonas (2% des cas ).

La plupart des méningites a Pseudomonas sont secondaires soit d'une septicémie
soit d'une infection par propagation a partir d'une lésion voisine : otite maligne
externe , sinusite; soit aprés des interventions neurochirurgicales. L'isolement du
germe est fait a partir du liquide céphalorachidien.

6.8. Les infections ostéo-articulaires.

Les souches de Pseudomonas sont responsables de 10% des ostéites et 20% des
arthrites. Les tableaux cliniques d'infections osseuses sont différentes suivant le
siege et le type:
= ostéomyélite aigué avec fievre elevée et douleur.
» arthrites de I'épaule et de l'articulation sterno-claviculaire avec
douleur, fiévre et inflammation.
La ponction du liquide articulaire permet l'isolement du germe.

6.9. Les infections oculaires.

L'infection oculaire a Pseudomonas est rare mais grave car entraine des ulcéres
cornéens (dans 10 @ 20% des cas). Elle est fréquente chez les cancéreux sans
cause locale apparente, les utilisateurs de lentilles de contact éventuellement
souillées par des liquides d'entretien contaminés, I'emploi de collyres
accidentellement contaminés.

L'isolement du germe se fait a partir du prélevement effectué par écouvillonage
oculaire.
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6.10. Infections O.R.L.

Le bacille pyocyanique n'est pas saprophyte normal du conduit auditif externe.
Selon une enquéte datant de 1952 (20), cette infection est retrouvée chez 1%
d'individus sains.

< L'otite externe maligne, décrite par CHANDLER en 1968, est observée
principalement chez les diabétiques agés. Une mauvaise vascularisation, par
atteinte arterielle athéromateuse, constituerait le facteur principal favorisant
l'infection.

Les manifestations vont d'un simple écoulement purulent d(i & un foyer inflammatoire

qui s'étend aux régions voisines (nerf facial, mastoides, os du crane).

La mortalité atteint 50% si le traitement n'est pas correct.

< Récemment une nouvelle forme d'otite externe a bacnle pyocyanique a été decrite
sous le terme "d'oreille des plongeurs”.

Elle s'observe aprés une immersion prolongée dans de l'eau tiede ; par exemple
dans les bains de piscines publiques ; chez les plongeurs de stations de recherche
petroliere en Mer du Nord (27).

< L'otite moyenne aigué a bacille pyocyanique est rare, mais des cas ont été
rapportés chez des nourrissons de moins d'un an ayant regu une antibiothérapie
prolongée pour d'autres infections.

Le germe est isolé a partir du pus d'otite.



2eme PARTIE:

TRAVAIL PERSONNEL




M,-\IE RIEL ET

METHODES




CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES.

1.1. Origine des souches.

Notre étude porte sur 96 souches de Pseudomonas d'espéces différentes, isolées
sur une période d'une année (1991-1992), dans un contexte non épidémique, a
partir de produits pathologiques varies de différents centres hospitaliers ( Hépital
Aristide Le DANTEC, Hbpital d'Enfants Albert ROYER ) et d'un laboratoire privé de
Dakar (Institut PASTEUR) ( tableau 6 ):

HALD :91 souches.

HEAR : 2 souches.

P : 3 souches

Toutes les souches seront étudiées selon leur sensibilité aux antibiotiques, par deux
méthodes principalement:

* |.a méthode des CMI.
= La méthode de I'antibiogramme.

Les souches de Pseudomonas aeruginosa feront I'objet de typage par trois
méthodes : biotypage, sérotypage et antibiotypage.

PRODUITS PATHOLOGIQUES NOMBRE DE SOUCHES
Urines 53
Pus d'abces 11
Pus de conjonctivite 1
Pus uréthral 4
Sperme 3
Liquide céphalorachidien 1
Pus d'otite 17
Liquide articulaire 1

TABLEAU N °6 : FREQUENCE DES SOUCHES DE PSEUDOMONAS
DANS LES PRODUITS PATHOLOGIQUES.



1.2. Matériel .

1.2.1. Matériel pour isolement et identification des souches de
Pseudomonas

1.2.1.1. Milieu d'isolement.
»  Mdeller-Hinton.
= Eosine bleu de méthylene.

1.2.1.2. Galerie LE MINOR.
Utilisée pour l'identification des souches par leurs caractéeres biochimiques:
< Kligler-Hajna.
< Mannitol-mobilité-nitrate.
< Citrate de Simmons
< Mueller-Hinton
< Eau peptonée: pour I'extraction de la pyocyanine avec le chloroforme.

1.2.1.3. Api 20 non Entérobactériaceae( figure 9 ).

1.2.1.4. Disques d'oxydase.
Ces disques contiennent du dinitroparaphénylene-diamine.
L'oxydase est recherchée sur des colonies obtenues a partir de milieux ne contenant
pas de glucides fermentescibles { exemple : Mieller-Hinton ).

1.2.2. Matériel pour antibiogramme.
La méthode de I'antibiogramme utilise :
< Le milieu Muieller-Hinton.
< Des boites de Pétri.
< Des disques d'antibiotiques de référence
* Biomérieux.

= |nstitut Pasteur.
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Figure 9: caracteres d' identification de

Pseudomonas aeruginosa par galerie
AP1



1.2.3. Materiel pour CMI

La méthode des CMI en milieu solide utilise :

* le milieu AM2 (antibiotic médium) de référence Biomérieux,

= des boites de Pétri, :

« des antibiotiques en poudre ou en solution (Biomerieux et Pasteur)

» PBS (phosphate buffer saline) qui est une solution de tampon
phosphate,

* micropipette de 1000 pl,

= embouts steériles,

= portoirs pour tubes, anses, pinces,

» eau physiologique

= vortex,

appareil de Steers
(référence : DENLEY INOCULATOR MULTIPOINT A 400)
1.2.4. Matériel pour biotypage

C'est essentiellement les disques d'CNPG (orthonitrophényl béta-galactaside).
(réference : Diagnostic Pasteur)

1.2.5. Matériel pour sérotypage
< plaque d'agglutination

< des sérums anticorps anti-O mélangés en groupe ou separés (référence :
Diagnostic Pasteur).

* sérums de groupe :PMA =P1 + P3 + P4 + Pg
PMC =Pg +Pqg + P13+ P14
PME = Po + P5 + P15+ Pqg
PMF =P7 +Pg+ P11+ P12
= sérums individuels de P4 a P4g
< colonies de 16 a 24 h

1.2.6. Matériel pour la recherche de béta-lactamases
La recherche de béta-lactamases a spectre étroit se fait avec des disques de
céfinase.

Le réactif céfinase est constitué de disques de papier stérile imprégnés de
céphalosporine chromogeéne : Nitrocéphine.
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1.3. Méthodes

1.3.1. Bactériologie des prélévements

Les différents produits pathologiques seront ensemencés afin d'isoler le bacille du
genre Pseudomonas.

Les produits pathologiques sont :

urines

pus uréthral

sperme

pus d'abces, d'otite, de conjonctivite
sang

LCR

Un schéma global de traitement des prélévements est proposé au shéma N° 1.

1.3.2. Méthode de biotypage
1.3.2.1. Principe
Elle se fait par la recherche d'un enzyme inductible, la béta-galactosidase.
On utilise comme substrat 'ONPG.
1.3.2.2. Mode opératoire
La colonie prise sur milieu lactosé est mise en suspension dans 'eau distillée, on y
ajoute du toluéne pour permeabiliser la membrane bactérienne ; on y plonge un
disque d'ONPG et on incube a 37°C.
1.3.2.3. Lecture
Si le test est positif, le milieu prend une teinte jaune due a l'orthonitrophénol.
1.3.3. Méthode de sérotypage
1.3.3.1. Principe

Il consiste en la mise en évidence de l'antigéne O thermostable de Pseudomonas
aeruginosa par agglutination.
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1.3.3.2. Mode opeératoire

C'est une agglutination sur plague des colonies de P. aeruginosa prélevées
directement sur gélose (culture de 16 a 24h).

La souche est d'abord agglutinée avec les sérums de groupe, et si on obtient une
agglutination, on continue avec les sérums monospécifiques correspondant a ce
groupe.

1.3.3.3. Lecture

L'apparition d'agglutination fine et réguliere signifie qu'on est en présence d'un
sérotype correspondant au sérum monospecifique qui a servi a I'agglutination.

Il est possible d'avoir des réactions croisées entre 0:2 et O:5, O:7 et O:8, O:13 et
O:14.

Les sérotypes les plus fréquents sont :

0:1,0:5,0:6 et O:11.

1.3.4. Méthode de realisation d'un antibiogramme
1.3.4.1. Principe

L'antibiogramme est la détermination de la sensibilité des bactéries aux agents
antibactériens. C'est une technique de diffusion des antibiotiques en milieu solide
selon un gradient de concentration.

Il a été préconisé par CHABBERT (47).

1.3.4.2. Mode opératoire

Le milieu Mueller Hinton stérile est coulé en boite de Pétri.

L'inoculum est préparé de fagon a avoir une concentration bactérienne de 10°
bactéries/m! (une goutte de bouillon dans 10 ml d'eau distiliée stérile).

Les boites sont ensemencées par inondation, I'excédent est jeté et la boite est
sechée.

1.3.4.3. Lecture
Elle se fait 24 h aprés incubation @ 37°C. Le diamétre d'inhibition est mesuré et

comparé aux valeurs critiques de l'antibiotique correspondant. Les résultats seront
portés sous forme (S, I, R).

S =sensible : diameétre supérieur a la valeur critique maximale
I = intermediaire  : diametre entre les deux valeurs critiques
R = résistant : diametre inférieur a la valeur critique minimale
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1.3.5. Méthode de réalisation de la CMI
1.3.5.1. Principe

Les dilutions croissantes d'antibiotiques sont mises en contact avec les germes et on
evalue la plus petite concentration qui inhibe complétement la culture bactérienne.
Elle est sensible et reproductible.

1.3.5.2. Mode opératoire

Peser 102,4 mg de poudre d'antibiotique et le dissoudre dans 10 ml de PBS stérile,
ce qui revient a une concentration de 10,24 mg/ml.

C'est la solution mére d'antibiotique a partir de laquelle se feront les dilutions.
Numeroter 13 tubes a hémolyse de 1 a 13 et distribuer 1 ml de PBS partout.

1 ml de la solution mére sera mélangé avec 1 mi du tube n°1 ; cela correspond a
une dilution au demi, et on continue de demi en demi jusqu'au 13eme tube.
Le dernier millilitre retiré du 13€Me tube est jeté. Chaque dilution d' antibiotique sera
coulée en boite avec 19 ml de AMo, on réalise ainsi une dilution au 208Me avec le
milieu.
Dans les boites de Pétri, on a des concentrations finales de :

boite 1 : 256 pg/ml boite 8 :2 pg/mi

2:128 "9 1
" 3:64 " "10 :05 "
" 4:32 " 11 :0,26 "
" 5:16 " "12 0,12 "
"6: 8 " "13 :0,06 "
Ll 7: 4 "

Les boites coulées avec l'antibiotique sont ensuite séchées a I'étuve aprés
solidification de la gélose.

On prépare les suspensions bactériennes de l'ordre de 109 germes/ml.

21 cupules sont remplies avec la suspension bactérienne, puis montées dans
I'appareil de Steers.

On ensemence toutes les boites avec un témoin (PBS + AMp) et un témoin (AM2
seul). L'ensemencement se fait par pointe, on obtient des gouttelettes de 10 pl de
suspension bactérienne aux points d'ensemencement. 21 souches sont
ensemencées en méme temps.

L'incubation se fait pendant 18 ha 24 h a 37°C.

1.3.5.3. Lecture

La lecture se fait macroscopiquement en regardant s'il y a des cultures au point
d'ensemencement.

< résistant si on a plus de 3 colonies : R

< sensible si le nombre de colonies est inférieure ou égale 3 : S



1.3.5.4. Criteres d'interprétation des CMI
CALCUL DE LA CMI 50 % et CMI 90 %

C'est la détermination de la médiane par la méthode d'extrapolation lin€aire.

CMI 50 : concentration pour laquelle 50 % des souches sont inhibées.

Si X =CMI 50
(A-B)
X= — (Z-Y)+Y
(C-B)

A = la moitié des souches inhibées

B = effectifs cumulés nettement inférieurs a A

C = effectifs cumulés immédiatement supérieurs a A -
B<A<C

Y=CMI50deB

Z=CMI50deC

CMI 90 : concentration a laquelle 90 % des souches sont inhibées.
Le reste se calcule de la méme fagon.

1.3.6. Méthode de recherche d'une béta-lactamase : céfinase

1.3.6.1. Principe

Certaines bactéries ont la propriété de produire des enzymes capables d'inactiver
les antibiotiques de la famille des béta-lactamines (céphalosporines et pénicillines)

par I'hydrolyse des liaisons amides.
Ce test est tres sensible.

1.3.6.2. Mode opératoire

Les disques de céfinase utilisés contiennent de la nitrocéphine.

Les disques sont humidifiés a I'eau distillée et la colonie est mise directement en

contact avec le disque de couleur jaune.

S'il existe une béta-lactamase, la nitrocéphine sera clivée et le chromogéne libéré va

entrainer une coloration rouge du disque.
1.3.6.3. Lecture - interprétation

Coloration rouge : céfinase positive
incolore : céfinase negative

Une céfinase positive indique que la souche a une béta lactamase a spectre étroit.
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CHAPITREII: RESULTATS

2.1. Répartition des souches selon les espéces

Parmi 96 souches isolées a Dakar a partir de divers produits pathologiques, nous
avons 82 souches de Pseudomonas aeruginosa ; c'est I'espéce la plus représentée
de cette famille en pathologie humaine. Ensuite viennent les autres espéces moins
fréquentes :

Pseudomonas fluorescens (1,2,3) 7
Pseudomaonas putida 2
Pseudomonas mendocina 3
Pseudomonas stutzeri 2

Le nombre faible des espéeces autres que P. aeruginosa nous amene a considérer
leur résultat de maniére globale au cours de notre analyse.

2.2. Répartition selon les produits pathologiques

Le plus grand nombre des souches de Pseudomonas est isolé a partir :

= des urines : 53 souches, soit (55,2 %)
= des pus d'otite : 17 souches soit (17,7 %)
= des pus d'abces : 11 souches (11,5 %)
* du sang ;5 souches, ( 5,2 %)
* du pus uréthral . 4 souches ( 4,2%)
* du sperme . 3 souches ( 3,2 %)
» du pus de conjonctivite . 1souche ( 1%)
* du liquide articulaire : 1 souche ( 1%).
» du liquide céphalo-rachidien : 1 souche ( 1%).

2.3. Profil antibiotique des souches de Pseudomonas selon la méthode de
l'antibiogramme

Dans le souci d'une bonne interprétation des résultats de CMI et d'antibiogramme,
nous nous sommes référés au tableau ( N° 7 ) des valeurs critiques.

Ces valeurs délimitent les catégories sensibles, intermédiaires ou résistantes.

< ¢ = souches sensibles

> C = souches résistantes
> ¢ et < C = souches intermédiaires
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PROFILS 5 I R
ANTIBIOTIQUES <c >c¢, <C >C
Ampicilline 4 >4,<16 16
Amoxicilline 1 >4, <18 18
Amoxicilline + acide
clavulanique 4 >4, <16 16
Ampicilline + sulbactam 4 >4,<16 16
Aztréonam 4 >4, <32 32
Célotuxime 1 >4, <32 32
Ceftriaxone 4 >4, <32 32
Ceftazidime 1. >4, <32 32
Céfopérazone 4 >4, <32 32
Céfazoline 3 >4, <32 32
Sulfaméthoxazole +
Triméthoprime 2 >2,<8 8
Amikacine 38 >8,<16 16
Carbénicilline 128
Imipénem 4 >4, <8 3
Ciprofloxacine ] >1,<2 2

TABLEAU N° 7 : CONCENTRATIONS CRITIQUES ( ¢ et C EN pg/ml )
DES ANTIBIOTIQUES TESTES FOURNIES PAR LE
COMITE DE L'ANTIBIOGRAMME DE LA SOCIETE

FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE.
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2.3.1. Profil global

Nous présenterons d'abord des résultats globaux, toutes espéces confondues, ensuite,
nous ferons une analyse détaillée sur I'espéce aeruginosa.

Les antibiotiques de la famille des pénicillines sont inactifs sur I'ensemble des souches
de Pseudomonas (résistance a 100 %).

Parmi les céphalosporines de troisieme génération, la céftazidime présente le plus
grand effet inhibiteur sur les souches de Pseudomonas (absence totale de résistance),
ensuite viennent la céfopérazone (42 souches sensibles soit 58,3 %), la ceftriaxone (3
souches soit 4,2 %), la céfotaxime (1 souche soit 1,4 % ).

La carbénicilline contrairement aux autres antibiotiques de la famille des pénicillines a
une activité notable sur Pseudomonas (51 souches sensibles soit 70,8 %).

L'imipénem, [laztréonam, et I'amikacine montrent une puissante activité anti-
pseudomonacique avec des chiffres respectifs de :

(70 souches sensibles soit 97,2 %, 51 souches soit 70,8 %, 71 souches soit 98,6 %) :
(tableau N° 8 ) ( figure 10)

PROFIL S I R

ANTIBIOTIQUE Nbre| % |Nbre| % |[Nbre| %

Amoxilcilline + Ac. clavulanique 0 0 0 0| 72| 100
Amoxilcilline 0 0 0 0| 72| 100
Ampicilline + sulbactam 0 0 0 0| 72| 100
Ampicilline 0 0 0 0| 72| 100
Ceftriaxone 3| 4.2 43| 59.7( 26| 36.1
Céfotaxime 1| 1.4| 52|72.2] 19|26.4
Ceftazidime 66| 91.7 6| 8.3 0 0
Céfopérazone 42| 58.4| 23|31.9 71 9,7
Céfazoline 0 0 0 0| 72| 100
Sulfaméthoxazole + triméthoprime 0 0 1| 1.4 71]98.6
Amikacine 71| 98.6 0 0 1] 1,4
Carbénicilline 51]70.8 70 9.7 14]19.5
Imipénem 70| 97.2 1| 1.4 1] 1.4
Aztréonam 51| 70.8 19| 26.4 2| 2.8

TABLEAU N° 8 : PROFIL ANTIBIOTIQUE GLOBAL DES SOUCHES DE

Pseudomonas
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2.3.2. Profil antibiotiqgue des souches de P. aeruginosa (figure N’
11).(tableau N° 9)

2.3.2.1. Les béta-lactamines

2.3..2.1.1. Les pénicillines.
D'une maniere générale toutes les souches de Pseudomonas sont insensibles aux
antibiotiques suivants: amoxicilline, ampicilline, amoxicillicine + acide clavulanique,
ampicilline + sulbactam (100% de résistance ).
La carbenicilline est une carboxypénicilline dérivée de la pénicilline. Son pourcentage
d'activité est de 75.8 %, ce qui est modéré.

2.3.2.1.2. Les carbapénems.
L'imipénem a de loin la plus grande activité antipyocyanique ( 96.8 %) parmi toutes les
nouvelles molécules dérivées de la pénicilline.

2.3.2.1.3. les céphalosporines.

La céfazoline est une céphalosporine de 1ére génération, Pseudomonas aeruginosa
présente une sensibilité nulle a cet antibiotique.

Les souches présentent des résistances respectives a la céfotaxime et la ceftriaxone de

29,9 % et 32,3 % avec une tendance a la sensibilité intermédaire plus €levée que la

sensibilité totale. L'activité de ces deux céphalosporines est moyenne par rapport celle

de la ceftazidime et la céfopérazone qui font partie des derniéres nées.

Sensibilité des souches : 91 % pour la ceftazidime et 62 % pour céfopérazone.
2.3.2.1.4. Les monobactams.

L'aztréonam testé sur le bacille pyocyanique montre une activité inhibitrice assez élevée

(77.4 %).

2.3.2.2. Les sulfamides.

L'association sulfomethoxazole + triméthoprime est totalement inefficace sur
Pseudomonas aeruginosa.
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2.3.2.3. Les aminosides.

L'amikacine un bon antipyocyanique avec un taux faible de résistance (1,6 %).

PROFILS
S 1 R
ANTIBIOTIQUES Nbre| % |Nbre| 9% |Nbre| %
Amoxicilline + acide
clavulanique 0 0 0 0| 62| 100
Amoxicilline 0 0 0 0 62| 100
Ampicilline + sulbactam 0 0 0 0 62| 100
Ampicilline 0 0 0 0| 62| 100
Ceftriaxone 3| 4.8| 39|62.9| 20|32.3
Céfotaxime 1| 1.6| 48|77.5 13| 20.9
Ceftazidime 571 91.9 3| 2.1 0 0
|
Céfopérazone 39| 62.9 17| 27.4 6| 9.7
Céfazoline 0 0 0 0 62| 100
Sulfameéthoxazole + 0 0 1] 1.6 61|98.4
Triméthoprime
Amikacine 61| 98.4 0 0 1| 1.6
Carbénicilline 471 75.8 6| 9.7 9| 14.5
Imipénem 60/96.8| 1| 1.6] 1| 1.6
Aziréonam 48| 77.4 12| 19.4 2| 3.2

TABLEAU N° 9 : PROFIL ANTIBIOTIQUE DES SOUCHES DE

Pseudomonas aeruginosa.
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2.3.3. : Profil antibiotique des souches de Pseudomonas fluorescens,
P. putida , P. stutzeri et P. mendocina ( tableau 10) ( figure 12 ).

2.3.3.1 Les béta-lactamines.
2.3.3.1.1. Les pénicillines.
L'amoxicilline, I'amoxicilline + acide clavulanique, I'ampicilline + sulbactam présentent
une résistance de haut niveau ( 100 % ) sur ces souches.
La carbénicilline posséde un effet moindre sur ces souches.
2.3.3.1.2. Les carbapénems.
Les souches de P.stutzeri, P. mendocina, P. putida et P. fluorescens sont inhibées a
100 % par I'imipénem.
2.3.3.1.3. Les céphalosporines.
La ceftazidime est en téte avec une absence totale de résistance, ensuite vient la
cefopérazone qui a 10 % de résistance alors que la céftriaxone et la céfotaxime en ont
60 %.
La cefazoline est totalement inactive.
2.3.3.1.4. Les monobactams.
L'aztréonam a une activité modérée sur les autres souches de Pseudomonas testées
(30 %).
2.3.3.2. Les sulfamides.
La sulfaméthoxazole + triméthoprime s'avére inefficace sur ces différentes souches de
Pseudomonas .

2.3.3.3. Les aminosides.

L'amikacine comme I'imipénem est efficace aussi a 100 % sur ce groupe de souches
testées.
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PROFILS
S 1 R

ANTIBIOTIQUES Nbre| % |Nbre| % |Nbre| %
Amoxicilline + acide 0 0 0 0 10| 100
clavulanique
Amoxicilline 0 0 0 0 10| 100
Ampicilline + sulbactam 0 0 0 0 10| 100
Ampicilline 0 0 0 0 10| 100
Cefiriaxone 0 0 4 10 6 60
Céforaxime 0 0 1 10 6 60
Cefiazidime 9 90 L 10 0 0
Céfopérazone 31 30 6| 60 1 10
Céfazoline 0 0 0 0 10| 100
Sulfaméthoxazole + 0 0 0 0 10| 100
Triméthoprime
Amikacine 10| 100 ) 0 0 0
Carbénicilline 4. 40 1 10 5 50
Imipénem 10| 100 0 0 0 0
Aztréonam 3 30 7 70 0 0

TABLEAU N° 10 : PROFIL ANTIBIOTIQUE DES SOUCHES DE

Pseudomonas Fluorescens, P.putida, P.stutzeri
P. mendocina.
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2.3.4. : Etude comparée des pourcentages de resistance de
Pseudomonas aeruginosa et des autres especes aux antibiotiques
testés.
2.3.4.1. Les béta-lactamines.

2.3.4.1.1. Les pénicillines.
Les souches de P. aeruginosa et autres especes présentent toutes le méme profil de
résistance aux pénicillines ( 100 %).
La carbénicilline est plus active sur les souches de P. aeruginosa (75.8%) que sur les
autres especes testées.

2.3.4.1.2. Les carbapénems.
L'imipénem inhibe fortement les souches de P.aeruginosa ( 96.8 %) et a un degré pius
éleve, les autres espéces (100 % ).

2.3.4.1.3. Les céphalosporines.
Ceéfotaxime, ceftriaxone, ceftazidime et céfopérazone ont une activité meilleure sur
Pseudomonas aeruginosa que sur les autres especes.
La cefazoline montre une activité nulle sur toutes espéces confondues.

2.3.4.1.4. Les monobactams.
Les souches de P. aeruginosa présentent une grande sensibilité (77.4 % ) a
l'aztréonam, par contre celles de P. fluorescens, P. mendocina, P.putida , P.stutzeri ont
une sensibilité intermédiaire elevée (70 %).

2.3.4.2. Les sulfamides.

Le triméthoprime + sulfaméthoxazole a une activité nulle sur ces souches , mais
néanmoins elle présente une assez faible sensibilité intermediaire (1.6%) sur P.
aeruginosa

2.3.4.3. Les amimosides .

Le bacille pyocyanique montre une faible résistance ( 1.6% ) @ I'amikacine alors que les
autres espéces n'en présentent pas.
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2.4. Résuitats des CMI.

La sensibilité des souches testées varie en fonction des familles d'antibiotiques mais
également a l'intérieur de celles-ci.

2.4.1. Résultats globaux.

Le profil de sensibilité global selon les CMI de sept antibiotiques est regroupé sur le
tableau N° 11 ( figure 13 ).

CO

(ngmg) 10,06/0,12(025/ 05 | 1 | 2 ! 4| 8| 16 | 32 | 64 | 128 256
ATB

CrX 1 20 2| 9| 31| 61| 80| 89| 90| 96
CRO 1] 3] 13| 331 70| 88| 93] 95| 96
AMK 27 12] 37] 72| 83| 90| 92| 95| 96
cP 53] 60| 70 74| 81] 85! 90| 94| 94| 95| 95| 96| 96
AMC 1l a1l a1l 1l 1] 1l 1] 2| 7] so
SAM 1 1 1] 1] 1] 1 1\ 6] 8 35| 80
ATM 30 28 48] 62| 69| 70| 70! 80

L

TABLEAU N ° 11 : EFFECTIFS CUMULES DES SOUCHES DE

Pseudomonas
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2.4.2. Sensibilité des souches de Pseudomonas en fonction des familles
d'antibiotiques.

2.4.2.1. Céphalosporines de troisieme génération.

Sur 96 souches de Pseudomonas testées 78 ont un profil de sensibilité intermédiaire a
la cefotaxime soit 81.3 %.

85 souches présentent le méme profil a la ceftriaxone soit 88.5 %.

Le nombre de souches résistantes est plus élevé pour la céfotaxime (15 souches soit
15,6 % ) que pour la ceftriaxone (8 souches soit 8.3 % ).

La CMI 50 de la ceftriaxone (7.6 pg/ml) est plus basse que celle de céfotaxime (9.1
pg/mi).

P. aeruginosa a un profil de résistance de 1569 % a la céfotaxime et 6.1 % a la
ceftriaxone.

Les espéces autres que aeruginosa preésentent le méme pourcentage de souches
inhibées aussi bien pour la ceftriaxone que pour la céfotaxime. ( tableau N 12, 13, 14 )

VALEURS EXTREMES CMI 50 CMI 90

< > '
CEFOTAXIME 4 >32 9,1 118.,4
CEFTRIAXONE 4 >32 7,6 53.6

TABLEAU N °12 : YALEURS DES CMI 50 ET CMI 90 (EN pG/ML) DE
CEFOTAXIME ET CEFTRIAXONE




Concentration | Concentratrion | Concentration
<4 4-32 >32
PROFIL S | R

ESPECES Nbre Y% Nbre Y% Nbre Y
P.aeruginosa

n= 82 1 1,2 68| 82.9 13 15,9
P. fluorescens

n= 7 0 0 5|°71,4 2 28,6
P. mendocina

n= 3 0 0 2| 66,6 1 33.4
P. stutzeri

n= 2 1 50 1 50 0 0
P. putida

n= 2 0 0 2| 100 0 0
Total

n=96 2 2,1 78| 81,3 16 16,6

TABLEAU N° 13 : VALEURS DES CMI DE 1A CEFOTAXIME.

Concentration | Concentratrion | Concentration
<4 4-32 >32
PROFIL S | R

ESPECES Nbre Y% Nbre /s Nbre Yo
P.aeruginosa

n= 82 1 1.2 76| 92.7 5 6.1
P. fluorescens

n= 7 0 0 51 71.4 2 28.6
P. mendocina

n= 3 0 0 2| 66.7 1 33.3
P. stutzeri

n= 2 0 0 2] 100 0 0
P. putida

n= 2 2 100 0 0 0 0
Total

n= 96 3 3.2 85| 88.5 8 8.3

TABLEAU N° 14 : VALEURS DES CMI DE LA CEFTRIAXONE



2.4.2.2. Pénicillines et monobactams.

La valeur de la CMI 50 de l'aztréonam (11.1 ug/mi) est plus basse que celle de
I'association ampicilline + sulbactam (136 ug/ml ) qui elle est inférieure a celle de
I'association amoxicilline + acide clavulanique > 256 u/mi ( tableau 15 ).

VALEURS EXTREMES CMI 50 CMI 90
< >
AMPICILLINE + |4 16 136 > 256
SULBACTAM
AZTREONAM 4 32 11.1 128
AMOXICILLINE + |1 16 > 256 > 256
Ac. clavulanique

TABLEAU N°15 : VALEURS DES CMI 50 ET CMI 90 EN pg/ml DES
DIFFERENTES SOUCHES BETA-LACTAMINES
TESTEES.

< Association amoxicilline + acide clavulanique ( figure 14 )
Les résultats globaux montrent une résistance tres éleveée a cette association { 79

souches sur 90 sont résistantes soit 98.7% ).
Cette association est totalement inactive sur P. aeruginosa ( a 100 % ) ( tableau 16 ).

Concentration | Concentratrion | Concentration
<4 4-32 > 32
PROFIL S 1 R
ESPECES Nbre Yo Nbre Yo Nbre Yo
P.aeruginosa
n= 69 0 0 0 0 69 100
P. fluorescens
n= 7 0 0 0 0 7 100
P. mendocina
7 n= 2 1 50 0 0 1 50
P. stutzeri
n= 1 0 0 0 0 1 100
P. putida
n= 1 0 0 0 0 1 100
Total n= 80 1 1.3 0 0 79 98.7

TABLEAU N° 16 : VALEURS DES CMI DE L'ASSOCIATION
AMOXICILLINE + ACIDE CLAVULANIQUE

47




Figure 14: Resultats des CM1 de L'association
aroxillicine—-acide clavulanique




= CMI de I'aztréonam.

< Les résultats globaux de la CMI de cet antibiotique sur les souches de Pseudomonas
montrent une resistance moderée : 11 souches sur 80 ne sont pas inhibées (13.8 %)
mais aussi une grande sensibilité intermediaire : 62 souches sur 80 (82,4 %).

< L' aztréonam a une faible activité sur P.aeruginosa (4,3 %) et est inactive sur les
autres espéces ( tableau N” 17 ).

Concentration | Concentratrion | Concentration
<4 4-32 > 32
PROFIL S 1 R
ESPECES Nbre Yo Nbre Yo Nbre Yo
P.aeruginosa
n= 69 3 4.3 56| 81.2 10 14.5
P. fluorescens
n= 7 0 0 71 100 0 0
P. mendocina
n= 2 0 0 1 30 1 50
P. stutzeri
n= 1 0 0 1| 100 0 0
P. putida
n= 1 0 0 1] 100 0 0
Total n= 80
3 3.8 66| 82.4 11 13.8

TABLEAU N° 17 : VALEURS DES CMI DE L'AZTREONAM.
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* CMI de I'association ampicilline + sulbactam ( tableau 18 )

< Cette association présente dans I' ensemble une faible activité sur les souches de
Pseudomonas , 79 souches sur 80 (soit 98.8 %) sont résistantes.

< La sensibilité des souches de P.aeruginosa est nulle a 100 % de méme que pour
celles de P. fluorescens, P. putida et P.stutzeri, sauf pour les souches de P.

mendocina qui ne sont inhibees qu'a 50 %.

Concentration | Concentratrion | Concentration
<4 4-32 > 32
PROFIL S 1 R

ESPECES Nbre Yo Nbre Yo Nbre Y%
P.aeruginosa

n= 69 0 0 0 0 69 100
P. fluorescens

n= 7 0 0 0 0 7 100
P. mendocina

n= 2 1 50 0 0 1 o0
P. stutzeri

n= | 0 0 0 0 1 100
P. putida

n= 1 0 0 0 0 1 100
Total n= 80 1 1.2 0 0 79 98.8

TABLEAU N° 18 : VALEURS DES CMI DE L' ASSOCIATION
AMPICILLINE + SULBACTAM.

2.4.2.3. Les aminosides

L'amikacine a une CMI 50 relativement basse 4.5 ug/ml (tableau N°19 ).

VALEURS EXTREMES CMI 50 CMI 90
< >
AMIKACINE 8 16 4.5 53.3

TABLEAU N° 19 : VALEURS DES CMI 50 ET CMI 90 EN pg/ml de
AMIKACINE
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» CMI de I'amikacine ( tableau N” 20 )

Sur 96 souches testées 13 seulement sont résistantes (13,6 % ), 37 sont sensibles (
38.5 %) et le reste, 46 souches, ont une sensibilité intermédiaire (47.9 % ).

Sur les souches de P. aeruginosa I'amikacine présente une activité notable avec 37.8 %
des souches sensibles |, mais le profil intermediaire est éleve.

Aucune résistance n'est observée pour stutzeri et putida.

Concentration | Concentratrion | Concentration
<4 pg/ml 4-32 > 32
PROFIL S I R

ESPECES Nbre %o Nbre Yo Nbre Yo
P.acruginosa

p= 82 31| 37.8 11 50 10 12.2
P. fluorescens

n= 7 1] 14.3 4| 57.1 2 28.6
P. mendocina

n= 3 1| 33.3 1| 33.3 1 33.3
P. stutzeri

n= 2 2 100 0 0 0 0
P. putida

pn= 2 2 100 0 0 0 0
Total

n= 96 37| 38.5 46| 47.9 13 13.6

TABLEAU N° 20 : VALEURS DES CMI DE L'AMIKACINE

2.4.2.4. Les quinolones.

La ciprofloxacine a une valeur de CMI 50 trés basse inférieure a 0.06 ug/ml, méme sa
CMI 90 est faible 2.3 ug/ml ( tableau N*21 ).

VALEURS EXTREMES CMI 50 CMI 90
< >
AMIKACINE 1 2 <0.06 2.3

TABLFAU N° 21 : VALEURS DES CMI 50 ET CMI 90 EN pg/ml DE LA
CIPROFLOXACINE




= CMI de la ciprofloxacine

Sur 96 souches testées 74 sont sensibles (77 % ) a une CMI inférieure a 1 ug/ml, 11
intermédiaires (11.5 %) et 11 résistantes a une CMI supérieure a 2 pg/ml
( tableau N°22).

Concentration | Concentratrion | Concentration
< 4 pg/ml 4-32 > 32
PROFIL S I R

ESPECES Nbre Yo Nbre Yo Nbre Yo
P.aeruginosa

n= 82 64| 78.1 11 13.4 7 8.5
'P. fluorescens

n= 7 30 12.9 0 0 4 57.1
P’. mendoecina

n= 3 3 100 0 0 0 0
P. stutzeri

n= 2 2 100 0 0 0 0
P. putida

n= 2 2 100 0 0 0 0
Total

n= 96 74 77 11| 11.5 11 11.5

TABLEAU N° 22 : VALEURS DES CMI DE LA CIPROFLOXACINE.



2.5. Etude comparée des CMI et des antibiogrammes.
2.5.1. Les béta-lactamines
2.5.1.1. Les pénicillines.
< L'association amoxicilline + acide clavulanique:

Les resultats de I'antibiogramme sont comparables a ceux de la CMI de cette
association .

L'antibiogramme donne une absence totale d'inhibition de culture ( résistance a 100% )
et la CMI 50 est trés élevee supérieure a 256 pg/ml.

< L 'association ampicilline + sulbactam

L'activité de cette antibiotique sur les souches de Pseudomonas est nulle par la
technique d'antibiogramme (100 % de résistance). C'est ce qui est observée a la CM|
de cette association.

<$ aztréonam.

Les résultats de l'aztréonam selon les deux méthodes montrent une différence assez
significative.

Par la methode de l'antibiogramme, nous avons une assez bonne activité avec
l'aztréonam (77,4 %) sur le bacille pyocyanique alors que la CMI ne montre qu'une
faible sensibilite ( inférieure a 4 p/ml ).

2.5.1.2. Les céphalosporines.

< La céfotaxime a un pouvoir antipyocyanique sensiblement égal selon les deux
methodes : 1,6 % de souches inhibées en antibiogramme et 1,2 % de souches
inhibées a une CMI inférieure a 4 ug/ml

< La ceftriaxone agit avec 4,8 % de souches inhibées en antibiogramme contre 1,2 %
correspondant a une CMI inférieure a 4 pug/mil.

2.5.2. Les aminosides.
< L'amikacine testée a une plus grande activité en antibiogramme ( 98,4 %) que par la

methode des CMI (37,8 %)
( CMI inférieure a 4 ug/ml) sur le bacille pyocyanique.



2.6. Résultats de la recherche de béta-lactamases.
2.6.1. Résultats globaux.
Le taux élevé de résistance des Pseudomonas aux antibiotiques justifie la recherche de
béta-lactamases.
La méthode céfinase utilisée révele que parmi 73 souches testées, les 71 ont une
béta-lactamase soit 97,3 %.

2.6.2. Répartition des béta Lactamases en fonction des especes.

Selon le tableau N’23, la résistance a haut niveau de Pseudomonas toutes especes
confondues est presque totalement due a la production de béta-lactamases (97.3 %).

CEFINASE CEFINASE
POSITIVE NEGATIVE
ESPECES Nbre % Nbre Yo
P.aeruginosa
n= 63 61 96.8 2 3.2
P. fluorescens
n= 7 7 100 0 0
P. mendocina :
n= 2 1 100 0 0
P. stutzeri
NT NT NT NT
P. putida
n= 1 1 100 0 0
Total
n="73 71 97.3 2 2.7

TABLEAU N° 23 : REPARTITION DES BETA-LACTAMASES EN
FONCTION DES ESPECES

2.7. Résultats de la sérotypie.

2.7.1. Fréquence des différents sérotypes obtenus.

Nous avons obtenu 14 sérotypes différents.

» | eur pourcentage sont regroupés sur le tableau N° 24.
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Ainsi le sérotype O:11 est de loin le plus fréquent ( 16 souches ) ensuite viennent les
serotypes

» O: 3(12 souches ),
= O: 6 (9 souches),
* O: 4 (8 souches),
* O: 12 (6 souches),
* O: 1,(5souches)

* 0. 5, "
*0: 10, "
= O: 13 (5 souches), les autres sont rares.
SEROTYPES NOMBRE POURCENTAGE
0:1 5 6.1
0:2 I 1.2
0:3 12 14.6
0:4 8 9.8
0:5 5 6.1
0:6 9 10.9!
0:7 2 2.4
0:8 4 4.9
0:9 3 3.7
0:10 53 6.1
0:11 16 19.5
0:12 6 7.3
| 0:13 5 6.1
0:15 1 1.2

TABLFAU N°24 : FREQUENCE DES DIFFERENTS SEROTYPES
OBTENUS

2.7.2. Etude comparee de la sensibilité des antibiotiques en fonction de
la sérotypie ( tableau N°25 )

2.7.2.1. Les béta-lactamines

2.7.2.1.1. Les pénicillines.

Les 14 types de sérotypes trouvés sont tous résistants a 100 % a I'amoxicilline , a
'ampicilline, a l'amoxicillicine + acide clavulanique et a I'ampicilline + sulbactam.



Les sérotypes O:1, 0:2, 0:3, O:7, 0:8, 0:9 ,0:10 et O:13 présentent une tres grande
susceptibilite a la carbénicilline avec une résistance nulle. Les sérotypes O:13 (12,5 %
de résistance, 0:11 (13,3 %) et O:6 (16,7 %) présentent une résistance modérée

Seul le sérotype O:4 est tres inhibé par la carbénicilline.

2.7.2.1.2. Les carbapénems.
L'imipenem est efficace a 100 % sur tous les sérotypes trouvés sauf O:4 ot ily a
16,7 % de souches non inhibées.
2.7.2.1.3. Les céphalosporines.
< La céfazoline est totalement inactive sur tous les serotypes trouvés.
< La céfotaxime est active a 100 % sur les sérotypes 0:2, O:3, O:4, 0:8, 0:12 et O:13
par contre certains lui sont résistants : O:1, O:7 et O:9 (50 %); O:10 (40 %) , O:5 et
0:11 (33,3 %) et enfin O:6 (16,6 %).
< La ceftriaxone inhibe a 100 % les sérotypes 0:12, O:4, 06, 0:12 et O:13.

Les taux de résistance observés sont parfois elevés:

0:1 (75 %), O:10 (60 %), O:11 (53,3 %), O:7 et O:9 (50 %),
0:(33,3 %), 0:3(25 %) et O:8 (3,3 %).

< La ceftazidime a un trés large spectre d'action avec une inhibition a 100 % de tous
les sérotypes testés.

< La céfoperazone.

La majorité des sérotypes est sensible a cet antibiotique,

sauf trois qui sont : O:4 (66,7 %), 0:12 (33,4 % ) et 0:3 (12,5%).
2.7.2.1.4. les monobactams.

Tous les sérotypes testés a l'aztréonam ont une résistance nulle sauf le sérotype O:11
(6,7% )et0:6(16,7 % ).



2.7.2.2. Les sulfamides.
L'association triméthoprime + sulfométhoxazole est inefficace a 100 % sur tous les
serotypes testés.

2.7.2.3. Les aminosides.

L'amikacine a un pouvoir antibactérien puissant sur le bacille pyocyanique, tous les
serotypes sont inhibés a 100 %.

SEROTYPES |01 {02 {03 {04 |05 |06 {07 |08 |09 (010 011 (012 (013

ATB

AMC 4 1 8 [ 6 3 6 | 2 3 2 5] 15 3 4
AMX 4 1 38 6 | 3 6 | 2 3 2 S 15 3 4
SAM 4 1 8] 6 3 6 | 2 3 2 S 15 3 4
AMP 4 1 8| 6 3 6 | 2 3 2 S 15 3 4
ATM 0|0 O] 0] 0 1 O] 010 0 1 0 0
CTX 2 10]0)0 1 i 1 0 1 2 S5 0 0
CRO 3 0| 2 0 1 0 1 1 1 3 8 0 0
CAZ 0] 0 0010101010710 0 0 0 0
CFP 0] 0 1 4 101010100 0 0 1 0
CFZ 4 1 81 6 3 6 | 2 3| 2 S 15 3 4
SXT 3 1 8 6 3 6 | 2 3 | 2 S 15 3 4
AMK 0O/ 0]0O0]O0O]O]O 0]O0]O 0 0 0 0
CAB 0] 0 1 4 | 0 1 0] 0 0 0 2 1 0
IPM 0Olo0] o0 1 010010710 0 0 0 0

TABLEAU N°25 : SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES EN FONCTION

DE LA SEROTYPIE
2.7.3. Repartition des béta-lactamases en fonction des sérotypes

Tous les sérotypes testés présentent une résistance aux antibiotiques par la secrétion
de béta-lactamase. Seul un faible pourcentage est céfinase négative, ce sont les
sérotypes 0:12 avec (33:3 %) et O:11 avec (6,6 %).



CEFINASE CEFINASE

POSITIVE NEGATIVE
SEROTYPES Nbre %o Nbre Yo
0:1 n=14 4. 100 0 0
0:2 n=1 1 100 0 0
0:3 n=8 8 100 0 0
0:4 n=6 6 100 0 0
0:5 n=3 3 100 0 0
0:6 n=7 7 100 0 0
0:7 n=2 2 100 0 0
0:8 n=3 3 100 0 0
0:9 n= 2 100 0 0
0:10 n=>5 5 100 0 0
0:11 n=15 14| 93.3 1 6.6
0:12 n=3 2 66.7 1 33.3
0:13 n=4 4. 100 0 0
0:15 n=1 NT NT NT NT

TABLEAU N°26 : SEROTYPIE EN FONCTION DE LA CEFINASE.

2.8. Résultats de la biotypie par la recherche de 'ONPG
2.8.1. Résultats globaux.
La recherche de I'ONPG est faite sur 82 souches de Pseudomonas aeruginosa parmi
lesquelles 20 seulement contiennent une béta- Galactosidase soit 24,3 %.
2.8.2. Etude de la sensibilité aux antibiotiques en fonction des deux types
de biotype ( tableau N° 27,28 )
2.8.2.1. Les béta-lactamines.
2.8.2.1.1. Les penicillines.
Les souches qui ont un biotype ONPG positif ne sont pas inhibées par I'amoxicilline,

'ampicilline et les associations amoxicilline + acide clavulanique et ampicilline +
sulbactam de méme que celles qui ont un biotype ONPG négative.

La carbenicilline est plus active sur les souches a biotype ONPG positive que sur celles
a biotype ONPG négative ( 88.8 % contre 70,5 % ).
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2.8.2.1.2. Les carbapénems.
L'imipenem inhibe fortement les souches a biotype ONPG positive (100 %) et celle ¢
biotype ONPG négative (95,5 %).

2.8.2.1.3. Les céphalosporines.

< Céfotaxime : son activité est faible sur les souches a biotype ONPG négative (2,3 %)
et nulle sur celles a biotype ONPG positive (0 %).

< La ceftriaxone : elle montre une efficacité moindre sur les souches a biotype ONPG
négative 6,8 % et n'agit pas sur celles a biotype ONPG positive.

< La ceftazidime: elle neutralise a 100 % les souches a biotype ONPG négative mais a
un moindre degre (88,6 %) sur les souches a biotype ONPG positive.

< Le céfopérazone a presque le méme spectre d'activité sur les souches a biotype
ONPG positive que négative.

< La céfazoline a une activité nulle sur les deux types de biotypes.
2.8.2.1.4. Les monobactams.

L'action de I'aztréonam est identique vis a vis des souches a biotype positive et
negative respectivement 77,8 % et 77,3 % sont sensibles.

2.8.2.2. Les sulfamides.
Le triméthoprime + sulfométhoxazole est inactif sur les deux types de biotypes.
2.8.2.3. Les aminosides.

< L'amikacine est efficace a 100 % sur les souches a biotype ONPG positive et a 97,7
% sur celles a biotype ONPG négative.



PROFILS S l R

ANTIBIOTIQUES Nbre Yo Nbre % Nbre Yo

Amocxicilline + Ac¢. clavulanique 0 0 0 0 18 100
Amoxicilline 0 0 0 0 18 100
Ampicilline + sulbactam 0 0 0 0 18 100
Ampicilline 0 0 0 0 18 100
Ceftriaxone 0 0 11} 61.1 7! 38.9
Céforaxime 0 0 14| 77.8 4| 22.2
Cefllazidime 18 100 0 0 0 0
Céfopérazone 11 61.1 7! 38.9 0 0
Céfazoline 0 0 0 0 18 100
Sulfomethoxazole + Triméthoprime 0 0 0 0 18 100
Amikacine 18, 100 0 0 0 0
Carbénicilline 16| 88.8 1| 5.6 1 5.6
Imipénem 18] 100 0 0 0 0
Aztréonam 14| 77.8 4| 22.2 0 0

TABLEAU N°27 : COMPARAISON DES SOUCHES A BIOTYPE ONPG
POSITIVE EN FONCTION DES ANTIBIOTIQUES
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PROFILS S 1 R
ANTIBIOTIQUES Nbre Y Nbre Yo Nbre Yo
Amoxicilline + Ac. clavulanique 0 0 0 0 44 100
Amoxicilline 0 0 0 0 44 100
Ampicilline + sulbactam 0 0 0 0 44 100
Ampicilline 0 0 0 0 44 100
Ceftriaxone 3 6.8 28] 63.6 13 29.6
Céfortaxime L 2.3 34| 77.3 9 2041
Ceftazidime 39| 88.6 5/ 11.4 0 0
[ Céfopérazone 28| 63.6 10| 22.7 6 13.7
Céfazoline 0 0 0 0 44 100
Sulfomethoxazole + Triméthoprime 0 0 1| 2.3 43 97.7
Amikacine 43| 97.7 0 0 1 2.3
Carbénicilline 31| 70.5 5/ 11.4 8 18.1
Imipénem 42| 95.4 1] 2.3 1 2.3
Aztréonam 34| 77.3 8| 18.2 2 4.5

TABLEAU N°28 : COMPARAISON DES SOUCHES A BIOTYPE NEGATIF
EN FONCTION DES ANTIBIOTIQUES
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2.8.3. Etude comparée entre céfinase et biotypie.

Tous biotypes confondus : ONPG positive et négative sont céfinase positive,avec
seulement deux souches de biotype ONPG positive qui sont céfinase négative soit
(11.1 %) ( tableau N° 29 ). *

CEFINASE CEFINASE

POSITIVE NEGATIVE
ONPG Nbre % Nbre %
POSITIVE 16 88.9 2 11.1
NEGATIVE 45 100 0 0

TABLEAU N°29 : REPARTITION DE LA CEFINASE EN FONCTION
DE LA BIOTYPIE.

2.9. Etude comparative entre sérotypie et biotypie.
Tous les sérotypes de Pseudomonas aeruginosa ont un biotype ONPG négative a

l'exception de trois sérotypes chez qui nous avons trouvé un biotype ONPG positive.
C'est le cas des sérotypes O:11 (87,5 %) , 0:12 (650 %) et O:6 (33,4 %)( tableau N*30 ).

CEFINASE CEFINASE

POSITIVE NEGATIVE
SEROTYPES Nbre Yo Nbre %
0:1 n=y | 0 0 S 100
0:2 n=1 | 0 0 1 100
0:3 n=12 | 0 0 12 100
0:4 n=g8 | 0 0 8 100
0:5 n=5 | 0 0 5 100
0:6 n=9 | 3 33.4 6 66.6
0:7 n= 0 0 2 100
0:8 n=4 0 0 4 100
0:9 n=3 0 0 3 100
0:10 n=>5 0 0 5 100
0:11 n=16 14 87.5 2 12.5
0:12 n=6 3 50 3 50|
0:13 u=5 0 0 5 100
0:15 n=1 | 0 0 1 100
P. aeruginosa N=82 20 24.5 62 75.5

TABLEAU N° 30 : REPARTITION DE LA BIOTYPIE EN FONCTION DE
LA SEROTYPIE
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2.10. Principaux phénotypes obtenus ( tableau N° 31)

ANTIBIOTIQUES | Ampi | Carb | Caz Cfp Ipm PHENOTYPES

ESPECES

P. aeruginosa R S S S S | Sensible

P. aeruginosa R R S S S RESITANT
0OXA-1

P. aeruginosa R R I R I Oxacillinase plasmidique
et Céphalosporinase
déréprimée

P. mendocina R R S R S | TRES RESISTANT
PSE-1 ou CARB-2

37 souches de P. aeruginosa sont phénotype sensible
1 souche de P. aeruginosa a phénotype résistant type OXA-1
1 souche de P. aeruginosa a phénotype resistant type pénicillinase
plasmidique ou céphalosporinase d'espéce deriprimée
1 souche de P. mendocina a phénotype trés résistant type PSE-1 ou
CARB-2

TABLEAU N°31 : PRINCIPAUX PHENOTYPES OBTENUS







CHAPITRE 111 : DISCUSSION

L'isolement, l'identification compléte jusqu'a I'espéce, le sérotype et le biotype, I'étude
de la sensibilité par les techniques de dilution et de diffusion définissent les objectifs
majeurs de ce travail.

La majorité des souches a été isolée a I'ndpital Aristide LE DANTEC (94,8 %), cadre de
I'étude et surtout chez les malades hospitalisés. Le reste est isolé a I'ndpital d'enfants
Albert ROYER (2,1 %) ; Institut PASTEUR (3,1 %).

3.1. Fréquence des souches
3.1.1. Fréquence des espéces selon les produits pathologiques
3.1.1.1. Dans les urines

La majeure partie des souches de Pseudomonas est isclée des urines (55,2 %) alors
que dans I'étude de DIAHA (16), I'origine urinaire vient en deuxieme position apres les
pus. Nous observons ainsi une inversion de la répartition avec -une prévalence des
infections urinaires a Pseudomonas.

Dans les urines, I'espéce aeruginosa est la plus représentée avec 42 souches/53 soit
79,2 %, puis vient P. fluorescens avec 7 souches/53 soit 13,2 %, P. mendocina avec 2
souches/53 soit 3,8 %, P. putida et P. stutzeri 1 souche/53 soit 1,9 %.

3.1.1.2. Dans les pus
Nous avons regroupg ici les differentes sortes de pus : otite, conjonctivite, abces.

Ces pus sont la deuxiéme origine apres les urines. Les souches de Pseudomonas sont
souvent isolées des pus d'abcés ouverts parfois en association avec Staphylococcus
aureus. Elles ne font partie ni de la flore normale de l'oreille, ni de I'oeil, ni de la peau.

Nous avons une prévalence de l'origine auriculaire avec 17 souches/29 soit 58,6 %,
ensuite viennent les pus d'abces 11/29 soit 37,9 % et plus rares sont les origines
oculaires 1/29 soit 3,4 %.

La rarete de I'origine oculaire est liée aux facteurs impliqués dans l'infection oculaire. En
effet, des études faites par MAYO M. S. (32) ont démontré que la présence de
Pseudomonas dans l'oeil ne résulte pas nécessairement d'une infection. Elle peut étre
secondaire a un traumatisme ou au port de lentilles de contact.
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3.1.1.3. Dans le sang

L'origine sanguine vient en troisieme position mais elle est toujours secondaire a une
infection primaire & Pseudomonas qui constitue une porte d'entrée (otite, plaie infectée)
ou une intervention chirurgicale.

Nous avons isolé 5 souches de Pseudomonas par hémoculture soit (5,2 %).

Seule I'espéce aeruginosa a éte isolée du sang.

3.1.1.4. Dans les prélévements divers

Pseudomonas est aussi isolé a partir d'autres produits pathologiques.
C'est ainsi qu'on isole :

< des prélevements uréthraux : 4 souches/96 soit 4,2 % constituées uniquement de P.
aeruginosa;

< du sperme : 3 souches/96 soit 3,1 % constituée de 2 souches de P. aeruginosa (66,6
%) et d'une souche de P. stutzeri (33,3 %),

< du liquide articulaire : 1 souche constituée par P. aeruginosa;

< du liquide céphalo-rachidien : 1 souche constituée par P. aeruginosa.

3.1.2. Fréquence des sérotypes en fonction des produits pathologiques
(tableau N°32)

3.1.2.1. Dans les urines

Les sérotypes les plus frequents obtenus dans les urines sont par ordre décroissant :
0:11 (23,8 %) et O:4, 0:12, 0:6 (11,9%).

Les autres sérotypes varient de 1 a 4 %.

Nos résultats obtenus sont comparables a ceux de VICAS P. (64) qui isola des urines,
les sérotypes O:4, 0:12, 0:11, O:6 et O:5.

En 1986 (10 ), a Dakar le sérotype O:11 était le plus fréquent.

En 1989 (16 ), a Dakar le sérotype O:11 était en troisiéme position aprés O:1 et O:6
Dans les autres CHU, le O:11 prédomine a Bordeaux (1).

Par conséquent, nos résultats sont confirmés par les recherches qui convergent toutes
vers la prévalence du sérotype O:11 dans les urines.
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3.1.2.2. Dans les pus

A Dakar, selon notre étude, les sérotypes les plus fréquents sont par ordre décroissant :
0:13 (30 %) dans les pus d'abceés, O:5 (25 % ) dans les pus d'otites, et O:11 (20 %)
dans les pus de plaies infectées, O:10 (12,5 %) dans les pus de conjonctivite.

A Dakar, en 1989, (16), le sérotype O:11 était le plus fréquemment rencontré et il en
etait de méme en 1986 (10).

Dans les autres CHU, O:3 et O:6 dominent a Poitiers (15); 0:2, O:1, O:3 a Bordeaux (1)
; O:5, 0:11 a Montpellier (13) et enfin O:2 et O:11 a Abidjan (66).

En Amérique, selon MAYO (32) O:6 et O:12 sont les plus isolés dans les conjonctivites
dues aux lentilles de contact.

3.1.2.3. Dans le sang

A Dakar, les sérotypes O:4, O:6, O:11, O:3, O:8 ont été retrouvés dans notre étude.
En 1989 (16), les sérotypes O:11 et O:4 etaient prédominants.
A Abidjan, le sérotype O:4 est le plus fréquent.

3.1.2.4. Dans les prélevements divers

A Dakar, selon notre étude, seul le serotype O:4 est représenté dans le liquide céphalo-
rachidien ; O:3 et O:13 dans le sperme ; O:3 seul dans les prélevements uréthraux.

Cette étude comparative montre qu'il n'existe pas de sérotype spécifique d'un produit
pathologique donné.

Une répartition des sérotypes suivant les produits pathologiques et les pays est établie
au tableau N°32.

Ceci est vrai d'autant plus que PENCHEVA (40) précise que sur deux cent souches de
Pseudomonas isolées dans I'hdpital de Bulgaria et sérotypées, 0:2 prédomine (29 %)
suivi de 0:11 (28,5 %), 0:6, 0:3, 0:10

D'une maniere générale le sérotype 0:11 reste prédominant depuis quelques années
méme si on constate I'émergence de nouveaux sérotypes.

Les figures 15 et 16 nous donnent une répartition globale des sérotypes sur deux
périodes : 1989 et 1993.
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Origines Géographiques| ABIDJAN MAURITANIE DAKAR DAKAR
(1986) (1987) (1989) (1993)
Origine des (66) (62) (16) Notre étude
prélévements
0:1, 0:3 0:1, 0:3 0:1, 06, |0:11,04,0:3
0:4, 06 0:4, 05 0:11 0:6, 0:12, 0:1,
URINES 0:10, 0:11 0:6, 08 NAG 0:5, 0:10, 0:13,
0:12, 0:16 0:10, 0:11 0:8, 0:9, 07,
0:12, 0:13, 0:2,0:15
POLY
PUS 0:1, 0:2, 0:1, 0:3, 0:11, 0:1, 1]0:13, 0:5, 0:11,
0:3, 04, 0:4, 05, 0:3, 04, 0:10, 0:1, 0:3,
0:6, 038, 06, 08, 0:6, 0:9, 0:4, 0:6, 0:8,
0:9, 0:11, 0:9, 0:10, 0:10, 0:9, 0:12,
0:12, 0:13, 0:16, ROUGH ROUGH
0:16 ROUGH, NAG
ROUGH, NAG
SANG 0:2, 0:3, 0:6, 08, 0:11, 0:4 0:4, 06,
0:4, 0:6, 0:11, 0:1, 0:2, 0:11, 0:3,
0:10, 0:11, 0:13, 0:8,
0:12, 0:16 NAG

NAG : Non agglutinable

_Poly  : Polyagglutinable

<
Rough : autoagglutinable

TABLEAU N°32 : DISTRIBUTION DES SEROGROUPES O SELON LES
PRODUITS PATHOLOGIQUES ET LES ORIGINES
GEOGRAPHIQUES
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3.1.3. Corrélation biotypie - sérotypie

Dans notre étude, nous avons dénombré 60 souches a biotype ONPG négative (75 %)
et 20 souches ONPG positive (25 %)

Les souches de Pseudomonas aeruginosa sont d'une maniére génerale depourvues de
béta-galactosidase. Le sérotype O:11 est en forte proportion, biotype ONPG positive
(87,5 %).

Donc il existe nécessairement une corrélation sérotype O:11 et biotype ONPG positive.
Cette corrélation biotype-sérotype a été déja observée dans de nombreux pays (61) et
notamment au Sénégal (44,45), en Céte d'lvoire (66) et en Mauritanie (62).

Les sérotypes O:11 quelle que soit leur origine géographique, pathologique, humaine
ou animale, sont presque toujours biotype ONPG positive : 296/303 soit 97,7 % (61).

La corrélation est donc significative et cela confirme que I'enzyme est constitutive.

POINDRON et coll. (44), SHEID (49), BOURGUIGNAT (5) ont précisé la localisation
periplasmique de cet enzyme et en ont étudié ces différentes propriétés.

Nous avons trouvé d'autres sérotypes O:6 et 0:12 a biotype ONPG positive: 3
souches/82 soit 3,7 %, ce qui n'est pas courant dans la littérature.

Ceci pourrait étre I'apparition de nouveaux sérotypes a biotype ONPG positive.

3.2. sensibilité aux antibiotiques
3.2.1. Sensibilité globale

La sensibilité des souches de Pseudomonas aux antibiotiques a été étudiée selon 2
méthodes : la méthode de Il'antibiogramme moins fiable et la technique des CMI
préférée grace a sa grande sensibilité et sa parfaite reproductibilité. Ceci nous permet
de faire une comparaison de la sensibilité de ces souches selon les deux méthodes et
par conséquent incriminer des facteurs influengant les résultats.

3.2.1.1. Béta-lactamines

Nous avons isolé les souches de Pseudomonas quotidiennement des produits
pathologiques.

Pourtant, aprés les avoir testés, nous constatons que nous avons des souches trés
résistantes a la famille des béta-lactamines surtout a celle des pénicillines (100 %). Ces
résultats sont confirmés par la littérature (41, 47), qui dit que Pseudomonas est
naturellement résistant aux pénicillines du groupe A (ampicilline et dérivés analogues),
aux céphalosporines de premiere génération (céfazoline ...) de deuxieme génération,
voire de troisieme génération (céfotaxime...).



Nous avons trouve que la carbénicilline a une activité notable sur les souches de
Pseudomonas ( 70, 8 % ).

En effet, elle a été pendant longtemps le produit de choix utilisé contre les infections &
Pseudomonas. C'est ce qui ressort de nombreux travaux en particulier de ceux de
BODEY et coll.(4) et ceux de CERVANTES VEGA C. (9) qui trouva seulement 7 % de
souches résistantes.

Les céphalosporines de troisieme génération testées dans ce travail sont subdivisées
en 2 groupes : la céfotaxime et la ceftriaxone qui ont une activité modérée sur les
souches de Pseudomonas et la céfopérazone et la ceftazidime qui occupent une place
de choix dans le traitement des infections a Pseudomonas.

Ces antibiotiques sont communément utilisés en Europe pour le traitement des
infections graves a Pseudomonas.

Le classement de ces céphalosporines de troisieme genération selon leurs activites
respectives observées dans notre étude est le suivant :

La ceftazidime avec une grande activité (91,7 %), suivi de la céfopérazone (58,4 %), la
ceftriaxone (4,2 %) et le céfotaxime en dernier (1,4 %).

De nombreuses études comparatives ont été faites sur les céphalosporines de 3é
génération.

CLUZEL et coll (11) ont travaillé sur des bactéries hospitalieres selon la méthode des
CMI et l'antibiogramme et ils ont trouvé que la ceftriaxone est plus active sur
Pseudomonas que la céfotaxime mais inférieure aux céphalosporines antipyocyaniques
: la céfopérazone et la ceftazidime.

NASNAS et coll (37) ont fait une étude comparative de l'activité de la ceftriaxone et de
la céfotaxime sur les souches de Pseudomonas AMPI -R et CARBENI-R et ont trouvé
que les souches étaient moyennement sensibles aux deux antibiotiques testés.
DEFORGES L. et coll. ont testé 8 céphalosporines de troisieme génération et parmi
ces céphalosporines, il y a celles que nous avons testées dans notre étude : la
cefotaxime, la ceftriaxone, la céfopérazone, la ceftazidime.

Leurs résultats montrent que ces quatre antibiotiques ont des activités proches avec
deux particularités : la céfopérazone se distingue de la céfotaxime et de la ceftriaxone
par son activité antipyocyanique élevée; et la ceftazidime a de loin, la meilleure activité
sur Pseudomonas.

Ces différents travaux énumérés : CLUZEL, NASNAS et DEFORGES valident |'essai
de classement de l'activité des céphalosporines de troisiéme génération que nous
avons fait en nous basant sur nos resultats.



L'aztréonam une nouvelle monobactam (38) que nous avons testé sur les souches de
Pseudomonas a une CMI 50 de 11,1 pg/ml mais elle a une grande activité est
intermeédiaire (82,4 %).

Ce méme antibiotique testé en antibiogramme nous donne une grande activité

(70,8 %).

Cette différence qui s 'observe sur les mémes souches avec deux méthodes différentes
met en cause de nombreux facteurs qui interviennent dans la méthodologie.
THORNSBERRY (55, 57) a expliqué ce type de discordance dans une étude ou il a
recherché les facteurs pouvant influencer les deux tests :

la densité de l'inoculum

le temps et la température d'incubation

le pH

I'atmosphére

la stabilité de l'antibiotique a tester surtout si on doit opérer par la
méthode de dilution: cas des CMI.

Ces variables ont fait 'objet de confusion dans le passe.

Il conclut de ses investigations que la méthode de diffusion en gélose est normalement
fait dans un but essentiellement qualitatif. Cette méthode est acceptée par la FDA et la
NCCLS (57). Toujours selon lui la méthode de dilution est quantitative, elle est
proposée par la NCCLS et évite certains aspects observes dans les méthodes de
diffusion.

Par conséquent, cet auteur en déduit que la méthode des CMI est plus fiable que celle
de l'antibiogramme, elle n'est pas utilisée en pratique courante, et elle pourra donc
aider le biologiste a bien interpréter ses résultats et le clinicien a mener a bien son
traitement.

L'imipénem testé par antibiogramme sur nos souches montre une puissante activité
antipseudomonacique (97,2 %) supérieure a celle de la ceftazidime (91,7 %).

STANNEEK JL (52) étudia I'activité de l'imipénem par la méthode des CMI sur une

souche de réference : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et trouva que cet
antibiotique a une forte activite.

6oy



Origines COTE MAURI NIGER* ILES DAKAR DAKAR*
Géographiques | D'IVOIRE | TANIE* CANARIES 1989 Notre étude
ABT * * n=78 n=96
n=210 n=175 n=23 n=94
CARB 49.2 48.2 13.0 23.4 41.2 19.4
AMK 7.0 15.4 0 1 2.5 1.4
CFP NT NT NT NT NT 9.7
CFZ 41.1 22.8 13.0 22.8 37.1 26.4
CAZ NT 5.5 0 1.0 NT 0
SOUCHES 173 133 17 32 67 41

< Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au nombre total de souches
de chaque pays.

TABLEAU N° 33 : ANTIBIORESISTANCE DE SOUCHES DES
Pseudomomas aeruginosa SELON DIFFERENTS
PAYS(63)

Avec seulement 4 % de souches résistantes ayant une CMI supérieure ou égale a 16
pg/ml malgré que 'on ait utilisé deux méthodes différentes , antibiogramme en ce qui
concerne notre étude et CMI par STANNEEK (52), nos résultats sont concordants et
montrent une activité nette de I'imipénem .




3.2.1.2. Les aminosides.

L'amikacine est la seule représentante de cette famille que nous avons testée sur nos
souches et elle nous a donné des résultats satisfaisants aussi bien par la méthode de
I'antibiogramme (98,6 %) que par la détermination des CMI 50 (4,5 ug/ml).

Nous n'avons pas testé les autres aminosides mais des enquétes menées en France
(41) ont montré que l'incidence de la résistance de Pseudomonas aux aminosides

varie :

gentamicine 18 % , tobramicine 16 %, amikacine 3 % alors que notre étude montre une
résistance de 1,4 % par la méthode de |'antibiogramme . En Afrique, nous constatons
que la résistance a l'amikacine varie dans un intervalle assez bas de 0 a 15,4 % voir
tableau N°33.

L'amikacine est I'antibiotique le plus actif des aminosides . Elle agit sur 98,6 % de nos
souches . Ce résultat est superposable a celui de CISS K. (10) , celui de PRINCE
DAVID et coll. (16) (100 %), celui de BRIAND et coll. (16) (80 %) et enfin celui de
SOUSSY (16) (93,1 %) d'activite.

L'amikacine constitue donc I'espoir avec seulement 1,4 % de résistance : cela pourrait
s'expliquer par le fait que cet antibiotique n'est pas couramment utilisé dans nos centres
hospitaliers du fait de son colt éleve.

L'activité de tous ces antibiotiques (58) sur P. aeruginosa a été étudiée par FUJITA
JIRO (18) et VURMAN RAPP (65)

lls trouvérent que l'amikacine était le plus actif de tous, ensuite viennent par ordre
décroissant de sensibilité I'imipénem, la ceftazidime et I'aztréonam. La ciprofloxacine et
la céfopérazone n'ont pas fait partie de leur étude.

3.2.2. Etude comparée de la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa et de
P. fluorescens, P. putida, P. mendocina, P. stutzeri

Nos résultats seront comparés a ceux de PHILLIPON (41) qui a fait une étude
comparative des différentes espéces de Pseudomonas.
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3.2.2.1. Béta-lactamines

< les pénicillines (ampicilline, amoxicilline), la céfazoline testée sur nos souches
montrent une activite¢ nulle, ce qui veut dire que la résistance naturelle aux
aminopénicillines et dérivés, aux céphalosporines de premiére géneération évoquée
par PHILLIPON A. (41) ne s'arréte pas qu'au bacille pyocyanique mais concerne le
genre Pseudomonas.
En effet, PHILLIPON A. (41) a comparé ses résultats avec d'autres (40) faits sur P.
fluorescens, P. putida, P stutzeri, P. mendocina et conclut que sur lI'ensemble des
espéeces la modeste activité des béta-lactamines est caractéristique.

< la carbénicilline est plus active sur P. aeruginosa que sur les autres espéces.

< Nous avons obtenu pour les céphalosporines de 3éme génération testées, une
sensibilité meilleure pour P. aeruginosa que pour les autres espéces. C'est le cas
des travaux de PHILLIPON (41 ) qui trouve que la ceftazidime a une bonne activité
sur les espéces mais cependant inférieure a celle trouveée pour P. aeruginosa.

< l'imipénem a une trés bonne activité sur P. aeruginosa (96,8 %) mais meilleure sur
les autres espéces (100 %). PHILLIPON (41), lui trouve aussi une remarquable
activité sur toutes les espéces exceptée sur P. maltophilia qui est naturellement
résistante a cet antibiotique (29, 52 ).

3.2.2.2. Les aminosides

L'amikacine est particulierement active sur nos souches, 100 % pour P. putida et

P. stutzeri et 98,8 % pour P. aeruginosa. Cependant elle présente une activité moindre

pour P. fluorescens (28,6 %) et P. mendocina (33,3 % ). PHILLIPON (41) qui a étudié

la sensibilité comparée des différentes espéces de Pseudomonas a trouvé une
sensiblilité comparable a premiére vue des souches de Pseudomonas aux aminosides

~ avec des phénotypes de résistance aux aminosides pour P. fluorescens et P. putida.

3.2.2.3. Les quinolones ( 23,28,48 )

La ciprofloxacine testée en CMI sur nos souches avec une CMI 50 < 0,06 ug/ml et une
sensibilité globale de 77,1 %. P. stutzeri, P. putida, P. mendocina sont sensibles a 100
%. Seuls P.aeruginosa (8,5 %) et P. fluorescens (57,2 %) présentent une résistance.
PHILLIPON (41) lui trouve une bonne activité globale et une résistance assez élevée
pour P. maltophilia et P. cepacia.
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3.2.2.4, Les sulfamides

Nous avons trouvé une résistance a 100 % de nos souches au triméthoprime +
sulfaméthoxazole avec une faible sensibilité intermédiaire pour P. aeruginosa
PHILLIPON (41) en testant cette association en a conclu que les souches de
Pseudomonas ont une résistance naturelle au triméthoprime mais que le sulfamide qui
lui est associé pouvait étre actif.

3.2.3. Corrélation entre sérotypie et sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques des différents sérotypes obtenus dans notre travail est
variable selon les antibiotiques et selon les sérotypes. Les sérotypes ont a peu pres le
méme profil de sensibilité selon les familles mais il existe des cas particuliers comme le
sérotype O:4 qui résiste a un taux assez élevé (16,7 %) a limipénem qui est un
antipyocyanique de choix.

Les sérotypes O:11 (6,7 %) et O:6 (16,7 %) résistent a I'aztréonam.

Pour la ceftriaxone, O:1 est particulierement résistante (75 %) alors que O:8 ne l'est
presque pas (3,3 %). Ceci amene a penser a une corrélation entre resistance aux
antibiotiques et serotypes.

Le meécanisme de résistance aux antibiotiques ne serait pas le méme selon les
serotypes. C'est ainsi que LIVEMORE (30) démontra dans d'autres études qu'il existe
une corrélation entre sérotype O:16 et PSE-4 (=Pseudomonas spécific enzym). De la
méme fagon BENEDETTINI (2) trouva une corrélation significative entre sensibilité aux
antibiotiques et certains sérotypes particuliers : un pourcentage élevé de souches non
agglutinables, le sérotype 0:2 et 0:6 présentérent une résistance élevée aux
antibiotiques testés.

3.3. Corrélation entre résistance aux antibiotiques et béta-lactamases

Du fait de la résistance élevee des Pseudomonas aux béta-lactamines (principalement
aux pénicillines) nous avons fait la recherche de béta-lactamases, enzymes
responsables de la résistance par hydrolyse, des béta-lactamines.

La recherche a été faite par 2 méthodes principalement :

< la recherche de béta-lactamase a spectre elargi utilisant comme inhibiteur I'acide
clavulanique et le sulbactam .
Par cette méthode, aucune béta-lactamase n'a été détectée sur nos souches.

< la recherche de béta-lactamase a spectre étroit par la méthode de la céfinase nous a
donné un pourcentage €levé de souches productrices de béta-lactamases (71 souches
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soit 97,3 %). En effet, de nombreuses investigations ont été faites pour connaitre le
support de cette résistance.

C'est ainsi que PAULL (39) a isolé des souches de Pseudomonas résistantes a la
ceftriaxone chez des malades atteints de fibrose kystique.

En étudiant la sensibilité de ces souches, il a trouvé que la CMI des souches isolées
avant traitement était de 0,78 a 12,5 uyg/ml et aprés traitement, leur CMI devenait 50-
100 pg/mi. 1l en conclue que la resistance s'est développée lors du traitement
(SANDERS et SANDERS (in 39) 1983 I'avait démontrée ).

Cette résistance est due a une béta-lactamase de haut niveau déterrniné par l'inhibition
du substrat et le point isoélectrique (RICHMOND et SYKES 1973).

D'autres auteurs tels que PHILLIPON (41) ont essayé d'expliquer dans leurs travaux le
mécanisme d'action de cette résistance et en ont deduit que Pseudomonas resiste aux
béta-lactamines par trois mécanismes différents.

< le premier lié a une mauvaise diffusion des béta-lactamines a travers la paroi
bactérienne. On parle de résistance par impermeéabilité qui est soit naturelle pour les
penicillines M, soit acquise (68).

< le deuxieme mécanisme fait intervenir l'inactivation enzymatique. Il y a biosynthése
d'une béta-lactamase chromosomique habituellement déréprimee (céphalosporinase
inductible).
Cet enzyme agit en hydrolysant l'antibiotique parvenu au niveau de l'espace
périplasmique.

< le dernier mécanisme est moins bien exploré et la modification de la cible de
I'antibiotique (PLP = proteine de liaison de la pénicilline) (68).

D'autres recherches encore plus poussées furent menées par PHILIPPON (43) pour
une étude plus détaillée du mécanisme de résistance enzymatique. Ainsi, il trouva
différentes types de béta-lactamases :

= PSE = Pseudomonas specific enzym (PSE-1 et PSE-4 =
carbénicillinase ou CARB.2)

* OXA = hydrolysant fortement I'oxacilline {(OXA-1, OXA-2, OXA-3,
OXA-5, OXA-6, OXA-7).

= TEM = Temoniera enzyme

» (Céphalosporinase chromosomique déréprimee

Récemment, de nouvelles découvertes ont été faites par MEIDEROS (33). En effet, il a
extrait des souches de Pseudomonas carbeni-R, un plasmide codant pour une nouvelle
béta-lactamase TLE-1 qui ressemble a TEM-1 et des enzymes de type OXA-4, OXA-5,
OXA-6 et OXA-7 hydrolysant fortement |'oxacilline, la méthicilline et la cloxacilline et qui
sont différents de OXA-1, OXA-2, OXA-3 par leur profil de substrat et par leur point
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isoélectrique. De la méme fagon PHILIPPON (42 ) découvrit OXA-4 ressemblant a
OXA-1, il se distingue par leur point isoelectrique.

Des travaux récents de LIVEMORE et coll. (31) ont permis de caractériser une
nouvelle béta-lactamase NPS-1 codé par un plasmide deésigne par pMLH50. Ce
plasmide est transmissible a d'autres souches de P. aeruginosa mais pas a Escherichia
coli K-12. Il a eté démontré que cet enzyme a une activité sur toutes les penicillines et
céphalosporines.

Dans notre travail, nous n'avons pas etudié les plasmides codant pour les béta-
lactamases mais nous avons observe une grande production de béta-lactamases par
'ensemble des sérotypes (presque 100 %).

Par contre, nous avons testé comme WEBER (67) des inhibiteurs de béta-lactamases :
acide clavulanique et sulbactam (55).

Nous n'avons observé aucune béta-lactamases a spectre élargi sur les 96 souches
testées tandis que WEBER (67) confirme que les effets inhibiteurs des inactivateurs
d'enzyme peuvent étre observés avec l'acide clavulanique a de forte concentration et
non avec le sulbactam ( 7, 54 ).

Un deuxieme auteur GUTMAN L. (21) essaie de justifier I'association d'antibiotique
béta-lactamine avec inhibiteur (acide clavulanique ou sulbactam). Il trouva que ces
derniers ne sont actifs que sur les béta-lactamases de type pénicillinase d'origine
plasmidique.

Ces derniers travaux comparés aux nétres permettent de confirmer comme dans la
littérature que le genre Pseudomonas ne posséde pas de béta-lactamases a spectre
élargi. voir tableau n’34

ANTIBIOTIQUES GUTMANN NOTRE TRAVAIL
ESPECES 1989 1993
Ac. clav. Sulbactam Ae. clav. Sulbactam
P. aeruginosa >128 > 128 > 256 > 256

TABLEAU N°34_ : CMI DES INHIBITEURS SUR L'ESPECE
AERUGINOSA ( 21 )
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3.4 Phénotypie

Les differents phénotypes obtenus correspondent a ces quatres types que PHILIPPON

(41) a décrit :

< phénotype sensible : on note leffet inducteur de limipénem vis a vis de la
ceftazidime et de la céfaperazone ( figure 17 ).

< phénotype résistant avec présence d'une enzyme de type OXA (oxacillinase) qui
inhibe les pénicillines et est inactif sur la céfopérazone et la ceftazidime ( figure 18 ).

< phénotype trés resistant en présence d'enzymes de type PSE-1 (ou CARB-2) qui
sont actifs sur les béta-lactamines a I'exception de la ceftazidime et de l'imipénem qui
sont inhibiteurs de pénicillinase (synergie) ( figure 19 ).

< phénotype résistant vis a vis des béta-lactamines inactivables mais avec une
sensibilité a la ceftazidime diminuée. Il y a présence de 2 enzymes : une oxacillinase
plasmidique et une céphalosporinase d'espéce déréprimee ( figure 20 ).
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Figure 17: Phenotype sensible
1.AMP: R 2.CARB: S 3. CAZ:S 4.CFP:S  5.IPM: S

Figure 18: Phenotype resistant (type 0XA)
1.LAMP: R 2.CARB: R 3.CAZ:S 4CFP:S  5.IPM: S




Figure 19: Phenotype tres resistant (type PSE-1)
LAMP: R 2.CARB: R 3.CAZ:S  4.CFP:R  5.IPM: S

Figure 20: Phenotype resistant (oxacillinase

plasmidique et cephalosporinase derepritmee)
LAMP: R 2.CARB: R 35.CAZ: 1 4.CFP: R 5.IPM: 1







TROISIEME PARTIE: CONCLUSION

L'espece P. aeruginosa conserve une place de choix en pathologie humaine, étant
responsable de la plupart des infections hospitalieres aussi pour les autres espéces
de Pseudomonas.

Nos travaux ont porté sur 96 souches collectées dans diverses structures
hospitaliéres et ont duré une année (1992/1993), dont la grande majorité a été isolée
a I'nopital Aristide LE DANTEC (98,8 %) cadre de I'étude.

D'autres espéeces plus rares ont eté isolées de divers prélevements et sont aussi
incrimineées en pathologie humaine, ce sont : P. fluorescens, P. mendaocina, P. putida
et P. stutzeri.

Les souches de Pseudomonas trouvées se distribuent différemment selon les
produits pathologiques : urines 55;2 %, pus de conjonctivite 17,7 %, pus d'abces
11,5 %, sang 5,2 %, pus uréthral 4,2 %, sperme 3,1 %, liquides articulaires, pus de
conjonctivite, liquide céphalorachidien 1 %.

< Par ce travail, nous avons contribués :

= d'une part . a rendre compte de la sensibilité " in vitro" des
différentes espéces de Pseudomonas aux agents antibactériens ;

» d'autre part : a surveiller I'évolution du bacille en milieu hospitalier
par I'étude de différents marqueurs épidémiologiques.

< Nous avons fait un sérotypage de 82 souches de Pseudomonas aeruginosa
isolées de divers prélevements cités ci-dessus.

De nos résultats de sérogroupage, il ressort que le sérogroupe O:11 est retrouvé en
permanence dans les différents types de prélévement, a un taux éleveé et reste
toujours en téte depuis 1973.

Les sérotypes qui viennent juste apres le sérotype O:11 sont par ordre décroissant :

= 0:3 (14,6 %), 0:6 (10,9 %), O:4 (9,7 %)
= 0:12 (7,3 %).

D'autres sérotypes sont de fréquence variable : O:1, O:5, 0:8, 0:10, O:13 et le reste
est presque rare, ce sont O:15 et O:2. Aucun sérotype O:4 et O:16 n'a été trouve.

< Sur les souches de P. aeruginosa, le biotypage par la recherche d'un
caractere biochimique moins variant (ONPG) nous a permis de constater une
corrélation significative entre sérogroupe O:11 et présence d'une béta-
galactosidase. En effet, la majeur partie des sérotypes 0:11 est ONPG positive

87,5 %.



Nous avons trouvé deux autres serotypes O:6 et O:12 qui ont une béta-
galactosidase méme apres reverification de ce caractere.

Cela pourrait étre l'apannage de nouvelles découvertes sur lesquelles plusieurs
hypothéses peuvent étre posées.

L'une des hypothéses plausibles est la transmission du caractére béta-galactosidase
du serotype O:11 aux autres sérotypes O:6 et O:12.

Nous avons entrepris I'étude de la sensibilité des souches de Pseudomonas par le
biais des CMI a propos de 7 antibiotiques :

» céfotaxime

» ceftriaxone

= amikacine

= ciprofloxacine

= aztréonam

= amoxicilline + acide clavulanique
» ampicilline + sulbactam

et des antibiogrammes a propos de 14 antibiotiques :
= ampicilline
» amoxicilline
» ampicilline + sulbactam
» amoxicilline + acide clavulanique
= carbeénicilline
» aztréonam
s imipénem
= céfazoline
= céfotaxime
» céfoperazone
= ceftazidime
= amikacine
» sulfaméthoxazole + triméthoprime

L'étude du comportement in vitro des souches de Pseudomonas montre qu'elles ont
une résistance naturelle aux béta-lactamines surtout aux céphalosporines de 1ére
génération et aux pénicillines.

Ces derniers méme associés a des inhibiteurs n'ont pas d'effet sur elles. Par
conséquent elles n'ont pas de béta-lactamases a spectre élargi.

La recherche de béta-lactamases a spectre étroit par la méthode de la cefinase est
positive a 97,3 % : ce sont des pénicillinases et des céphalosporinases d'origine
chromosomique.

De la recherche de ces béta-lactamases émergent des sérotypes particulierement
plus résistants : cas des sérotypes O:11, O:3, O:4.

Les antibiotiques antipyocyaniques les plus actifs en milieu hospitalier dakarois sont



* 'amikacine 98,6 % de sensibilité
= |'imipénem 972% " "
» |a céftazidime 917 % " "
* |a ciprofloxacine 77,1 % " "
» I'aztréonam 708% " "
» |a cefopérazone 58,3% " "

Il découle des résultats de cette étude et de ceux de plusieurs autres Scientifiques
une situation inquiétante car les antibiotiques qui sont actifs sur les Pseudomonas
ne sont non seulement pas disponibles dans nos hdpitaux, mais aussi leur codt trés
éleve limite leur utilisation.

Avec nos résultats nous pouvons a present mieux cerner la prévention et la
surveillance des infections a Pseudomonas.

En effet, la prévention de l'infection @ Pseudomonas a Dakar doit principalement
passer :

< d'une part, par lapplication rigoureuse des mesures d'hygiéne en milieu
hospitalier car, le germe est presque exclusivement de contamination
hospitaliere ;

< d'autre part, par la mise en place d'une politique de rationnalisation de la
prescription de ces antibiotiques en médecine publique afin d'éviter la résistance
sans cesse croissante de ces germes isolés en milieu hospitalier.

L'automedication et le non suivi d'un traiternent antiviotique entamé ne demeurent

pas en reste dans 'apparition de nouveaux profils de résistance aux antibiotiques les
plus actifs dans les infections par ce germe.
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D'exercer, dans ['intérét de la santé pugﬁ'yue, ma professz’ofz
avec conscience ef de respecler non seulement la fe’yzls‘[a/iozz en
vigueur, mars aussi les réyfes de [honneur, de la probité et du

of Yy,
ésintéressement

De ne /'amazls oublier ma responsa&ﬁ?e’ ef mes devoirs envers le

malade ef sa a@'ynz'/e’ bumaine.

En aucun cas, Je ne consentirar & ufiliser mes connaissances ef

mon élal pour corrompre les maeurs ef fauorzlser des acles criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime sr Je suis /G'ofé[e a mes

P['OII?@SSQS.

Que Je sois coq_uer/ o/'opprogre ef méprisé de mes cozz/f"éres KY2 ]"y

1220127(16.




