
   

 
 

   

 

 

DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE ET BIOCHIMIE 

 

Thèse 
Présentée par 

MERRADI Manel 

Pour l’obtention du Diplôme de  

Doctorat en Sciences BIOLOGIQUES 

Filière : Sciences Biologiques 

Spécialité : Microbiologie 

Thème 

Pseudomonas aeruginosa au CHU de Batna : 

Epidémiologie, résistance et Options 

thérapeutiques  

 

Devant le Jury 

Président ZERROUG Mohamed Mihoub                                 Pr. Université de Batna 2, Algérie  

Rapporteur KASSAH-LAOUAR Ahmed Pr. Université de Batna 2, Algérie 

Co-rapporteur AYACHI Ammar Pr. Université de Batna1, Algérie 

Examinateurs TOBBI Ayache 

AOUF Abdelhakim 

Dr. Université de Batna 2, Algérie 

Dr.  Université de Sétif 1, Algérie                      

 SEKHRI-ARAFA Nedjoua Dr.  Université de Constantine 1, Algérie 

 

Année universitaire :   2021/2022 

 

 

Université Mustapha Ben Boulaid-Batna 2  

Faculté des Sciences de la 

Nature et de la Vie 

 

 الجمهورية الجزائرية الديمقراطية الشعبية

 يوزارة التعليم العالي و البحث العلم
 

 2باتنة جامعة 
       الطبيعة و الحياةعلوم كلية 

 

N°………………………………………….…………..…….……/SNV/2021 



   

 
 

Remerciements 

Ce manuscrit de thèse est l’aboutissement de plusieurs années de travail qui ont 

pu se concrétiser grâce à l’expertise et au soutien sans faille de nombreuses personnes 

auxquelles j’adresse mes plus vifs remerciements. 

Je remercie tout particulièrement mon directeur de thèse, Pr. KASSAH-LAOUAR 

Ahmed pour sa précieuse expérience et son implication apportées au cours de la 

réalisation de ce travail. 

Je remercie également mon co-encadreur, Pr. AYACHI Ammar avec qui j’ai 

étroitement travaillé au cours de mon doctorat et chère Pr. HELEILI Nouzha qui n’a 

cessé en aucun instant à m’aider et à me faire partager son expérience scientifique. 

J’adresse tout mon respect et mes remerciements éternels au Pr. VILA Jordi qui 

m’a accueilli, encouragé et encadré au sein du laboratoire de recherche de microbiologie 

(Université de Barcelone), j’espère pouvoir suivre un jour ses pas. Sans oublier 

l’exceptionnelle Dr. BALLESTE Clara.  

Je remercie : Pr.ZERROUG Mohamed Mihoub pour m’avoir fait l’honneur de 

présider le jury de ma soutenance de thèse, Dr SEKHRI-ARAFA Nedjoua, TOBBI Ayache 

et Dr.AOUF Abdelhakim d’avoir accepté exmainé ce travail. Je vous exprime par ces 

mots mes sincères considérations. 

Je dois avouer que ma thèse n’aurait pas été la même sans Maman et Papa. Pour 

n’avoir jamais cessé de m’encourager et pour leur soutien indéfectible et d’avoir 

supporté tout ce stress depuis toujours.  Je vous dois tant et je vous en serais à jamais 

reconnaissante. Votre Amour et vos conseils m’ont permis d’avancer et de franchir 

chaque nouvelle étape. Merci pour l’éducation et les valeurs que vous m’avez transmis. 

Vous êtes ma plus grande force ! 

Sifeddine, toi qui m’accompagnes depuis près de 6 ans, qui m’a épaulé et suivi 

durant ces longues études, merci pour ta patience et tes attentions de chaque jour. A tous 

les jours qui nous attendent avec notre fille qui illumine nos vies ; 

Je remercie sans aucune commune mesure toute ma famille et ma belle-famille, 

toujours si présente et attentionnée. Sans oublier les autres belles rencontres que j’ai eu 

le bonheur de faire au cours de cette t



   

I 
 

Sommaire 

Remerciements   

Sommaire I 

Liste des abréviations  V 

Liste des tableaux XI 

Liste des figures XII 

Résumé XV 

Abstract XVI 

 XVII الملخـــــص

Introduction  1 

Chapitre I : Synthèse bibliographique   

1. Historique  4 

2. Taxonomie  4 

3. Morphologie et physiologie 5 

4. Niches écologiques 6 

5. Génétique 6 

6. Pathogénie et facteurs de virulence 7 

6.1. LPS 8 

6.2. Flagelle 8 

6.3. Pili type VI  8 

6.4. Alginate  9 

7.Epidémiologie 9 

8. Résistance 10 

8.1. Résistance naturelle 10 

8.1.1. Imperméabilité de la membrane externe 11 

8.1.2. Systèmes d’efflux 12 

8.1.3. Céphalosporinase chromosomique AmpC 13 

8.2. Résistance acquise 14 

8.2.1. Surexpression de l’AmpC 14 

8.2.2. Surexpression des pompes d’efflux 14 

8.2.2.1. La pompe MexAB-OprM 15 

8.2.2.2. La pompe MexXY 15 

8.2.2.3. La pompe MexCD-OprJ 16 

8.2.2.4. La pompe MexEF-OprN 16 

8.2.3. Résistance par acquisition des gènes de résistance 16 

8.2.3.1. Les β-lactamases transférables 17 

8.2.3.1.1. Les β-lactamases à spectre réstreint  17 

8.2.3.1.2.β-lactamases à spectre étendu (BLSE) 17 

8.2.3.1.3. Les carbapénèmases  20 

8.2.4. Altération de la porine OprD 22 

8.2.5. Modification des PLPs 22 

8.2.6. Enzymes-modifiant les aminosides (AMEs) 23 



   

II 
 

8.2.7. Méthylation ribosomale  24 

8.2.8. Résistance aux fluoroquinolones  25 

8.2.9. Réssitance à la colistine 26 

9. Biofilm 26 

9.1. Composition et organisation de biofilm chez Pseudomonas aeruginosa 27 

9.2. Cycle de développement de biofilm chez P. aeruginosa 30 

9.3. Biofilm et résistance aux antibiotiques 33 

10. Les huiles essentielles  33 

10.1. Définition  33 

10.2. Propriétés physiques 33 

10.3. Activité antimicrobienne des huiles essentielles 33 

10.4. Citrus limon 33 

10.5. Lavandula angustifolia 35 

10.6. Zingiber officinale 35 

10.7. Rosmarinus officinalis L 35 

10.8. Eucalyptus globulus  36 

10.9.Artemisia dracunculus L. 36 

10.10.Artimesia herba alba 37 

10.11. Juniperus communis 37 

Chapitre II : Matériel et Méthodes  

1. Cadre d’étude 38 

1.1. Recueil des données  38 

1.2.Élimination des doublons  38 

1.3. Limites de l’étude 38 

2. Identification des souches 38 

2.1. MALDI-TOF MS 39 

3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques  40 

3.1. La recherche des métallo-béta-lactamases 41 

3.1.1.Test Hodge modifié  41 

3.1.2. Test de synergie double disque  42 

3.2. Détermination de la sensibilité par concentrations minimales inhibitrices (CMI) en 

milieu liquide (colistine et méropenème) 

42 

3.2.1. Préparation de la solution antibiotique, suspension bactérienne et inoculation de la 

microplaque 

42 

3.2.2. Lecture des plaques 43 

4. Détermination des pompes à efflux 43 

4.1. Technique E-test  43 

4.2. Technique de la CMI 44 

5.Multi-locus sequence typing (MLST) 44 

6. Etude de la relation épidémiologique entre les souches étudiées par électrophorèse en 

champ pulsé 

46 

7. Identification des gènes de résistance par PCR simple 48 

7.1. Les amorces oligonucléatidiques utilisées pour la PCR 48 



   

III 
 

7.2. Extraction de l’ADN bactérien 50 

7.3. Préparation du mix 51 

7.4. Paramètres de la PCR  52 

7.4.1. Lecture des produits de PCR 52 

7.5. Analyse statistique des données 53 

8. Etude de la formation des biofilms 53 

8.1. La méthode du rouge Congo(CRA) 53 

8.2. La méthode des tubes (TM) 54 

8.3. La méthode de Plaque de culture de tissus (TCP) 55 

9. Evaluation de l’activité antibactérienne des huiles essentielles 56 

9.1. Huiles essentielles 56 

9.2. Matériel végétal 56 

9.3. Hydrodistillation 56 

9.4. Souches bactériennes  57 

9.5. Activité antibactérienne  58 

9.5.1. La lecture des résultats  58 

9.6. Analyse statistique 59 

Chapitre III : Résultats et Discussion  

1. Identification des souches par MALDI-TOF-MS  60 

2. Répartition des souches 60 

2.1. Répartition des souches par service 60 

2.2. Répartition des souches par nature de prélèvement 63 

2.3. Répartition des souches par âge  64 

2.4. Répartition des souches par sexe  65 

3.Germes co-isolés 66 

4. Etude de la sensibilité aux antibiotiques  68 

4.1. Répartition des souches selon leur multirésistance  70 

4.2. Résistance aux carbapénèmes 71 

4.2.1. Recherche de la résistance aux carbapénèmes par production de MβL  72 

4.2.1.1. Résultats des tests de confirmation de MβL (Hodge modifié et du double disque 

de   synergie (EDTA) 

72 

4.2.1.2. Caractérisation génétique de la résistance aux carbapénèmes par production de 

MβL  

73 

4.2.1.3. Résistance associée des souches productrice de MβL 75 

4.2.1.4. Génotypage des souches VIM-4 positives par PFGE et MLST 76 

4.2.1.5. Analyse de l’intégron des souches VIM-4 positives 81 

4.2.2. Résistance aux carbapénèmes par surexpression des systèmes d’efflux 82 

4.2.2.1. Génotypage des souches à systèmes d’efflux surexprimés par PFGE et par 

MLST 

83 

4.2.2.2. Résistance associées des souches à systèmes d’efflux surexprimés  86 

4.3. Résistance aux aminoglycosides 87 



   

IV 
 

4.3.1. Caractérisation des gènes de résistance aux aminoglycosides par PCR 88 

4.3.2. Résistances associées des souches choisies résistantes aux aminoglycosides 90 

4.4. Résistance aux fluoroquinolones 91 

4.4.1. Caractérisation moléculaire du mécanisme de résistance aux fluoroquinolones 91 

4.4.2. Résistances associées des souches résistantes aux fluoroquinolones 94 

4.5. Résistance à la colistine 94 

4.5.1. Caractérisation moléculaire du mécanisme de résistance à la colistine 95 

4.5.2. Résistances associées des souches résistantes à la colistine 98 

4.5.3. Répartition des souches résistantes à la colistine par PFGE et MLST 98 

5. Etude de la formation de biofilm 100 

5.1. Evaluation par méthode gélose rouge congo (CRA) 100 

5.1.1. Répartition des isolats positifs par type de prélèvement 101 

5.1.2. Profils de résistance des isolats positifs et prévalence des isolats mutlirésistants 102 

5.1.3. Prévalence des isolats positifs multirésistants  102 

5.2. Evaluation par méthode des tubes (TM) 103 

5.2.1. Répartition des isolats à forte production de biofilm par nature de prélèvement 104 

5.2.2. Profils de résistance des isolats à forte production de biofilm  105 

5.2.3. Prévalence des isolats résistantes et à forte production de biofilm multirésistants 106 

5.3. Evaluation par méthode de la microbplaque (TCP) 107 

5.3.1. Répartition des isolats forts producteurs de biofilm par type de prélèvement  108 

5.3.2. Profils de résistance des isolats forts producteurs de biofilm  109 

5.3.3. Prévalence des isolats forts producteurs de biofilm multirésistants  110 

6...Activité antibactérienne des huiles essentielles 111 

6.1. Activité antibactérienne d’Artemisia dracunculus L. 111 

6.2. Activité antibactérienne de Juniperus communis 114 

6.3. Activité antibactérienne d’Artemisia herba alba 116 

6.4. Activité antibactérienne de Lavandula angustifolia 119 

6.5. Activité antibactérienne de Citrus limon 122 

6.6. Activité antibactérienne de Rosmarinus officinalis L. 124 

6.7. Activité antibactérienne de Zingiber officinale 127 

6.8.Activité antibactérienne d’Eucalyptus globulus 130 

Conclusion  133 

Perspectives et recommandations  

Références bibliographiques  

Production scientifique  

Annexes  

 

 

 

 



   

V 
 

Liste des abréviations 

16S: Svedberg (vitesse de sédimentation) 

30S: Ribosome bactérien 

A: Adénine (base azotée) 

AAC: Aminoglycoside acetyltransferases 

AAD: Aminoglycoside adenyltransferase 

ABC : ATP Binding Cassette 

ADH : Arginine Déiminase  

ADN: Acide desoxyribonucléique. 

AHL: Acyl homosérine lactone 

AIM : Adelaide IMipenmase  

AK : Amikacine 

Ala : alanine 

AME: Aminoglycosides modifying enzymes 

AMP : Adénosine Monophosphate 

AmpC: Bêta-lactamase chromosomique 

Asn :Asparagine 

Asp : Aspartate 

ANT: Nuclétidyltransférase 

APH: Phosphotransférase 

API 20NE: Analytical profile index 20NE (N= Non, E= Entérobactéries) 

ArmA: Aminoglycoside resistance methylase 

ARN: Acide ribonucléique 

ARNr: Acide ribonucléique ribosomique 

ATB: Antibiotique 

 ATCC: American Type Culture Collection 



   

VI 
 

ATM: Aztréoname 

ATP: Adénosine Triphosphate 

BEL: Belgium 

BET: Bromure d’éthidium 

BHR : Bactérie Hautement Résistante 

BLAST: Basic Local Alignment tool 

BLSE: β-lactamase à spectre étendu 

BMR: Bactérie multi-résistante 

BPR : Bactérie Pan Résistante 

C: Cytosine (base azotée) 

C1G : Céphalosporine de 1ère Génération   

C2G : Céphalosporine de 2ème Génération   

C3G : Céphalosporine de 3ème  Génération   

C4G : Céphalosporine de 4ème  Génération   

Ca2+ : Calcium 

CARB : Carbénicillinase 

CAZ : Céftazidime 

c-di-GMP : Cyclic diguanylate  

CEG : carbapenemase-encoding genes 

CF : Cystic Fibrosis 

CG%: Pourcentage en guanine et cytosine du génome (coefficient de Chagraff) 

CHU: Centre hospitalier universitaire 

CIP : Ciprofloxacine 

CLSI : Clinical Laboratory Standards Institue  

CMI: Concentration minimale inhibitrice 

CS : Colistine 

CTX-M: Céfotaxime Munich 



   

VII 
 

Dnase: Désoxyribonucléase 

EARS-Net: European Antimicrobial Resistance Surveillance Network. 

ECBU : Etude CytoBactériologique des Urine 

ECP: L’électrophorèse en champ pulsé 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid 

ESBL: Extended spectrum beta-lactamase 

ES-OXA : extended-spectrum Oxacillinase  

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

F: Forward 

FIM :  Florence Imipenemase  

FOS : Fosfomycine 

FQ: Fluoroquinolones 

G: Guanine (base azotée) 

GEN : Gentamycine GES: Guiana Extended Spectrum 

GIM: German IMipenemase 

Gly : Glycine 

gyrA: Gene encoding the enzyme; DNA gyrase 

gyrB : Gene encoding the enzyme; DNA gyrase 

H: Heures 

HCl : Chlorure d’hydrogène  

HE :Huile essentielles 

HPLC : High Performance Liquid Chromatography 

IAS : Infections Assoiciées aux Soins 

IBC : integron borne cephalosporinase 

IMI/ NMC-A : Imipenemase/Non-MetalloCarbapenemaseA  

IMP : Imipénème 



   

VIII 
 

IMP : Imipéménase (carbapénémase) 

Int : Intégrons 

IU : Infection Urinaire 

Kb: Kilobases 

kDA : Kilodalton 

KPC : Klebsiella pneumoniae Carbapenemase 

Leu :Leucine 

LEV : Levofloxacine 

LPS: Lipopolysaccharide 

LRP: LDL related protein 

M: Marqueur 

MATE : Multidrug And Toxic compound Extrusion  

Mb : mega base  

MBL: Métallo-β-lactamase 

MDR : Multi Drug Resistant 

MERO : Méropénème  

MF :MacFarland 

MFS : Major Facilitator Superfamily 

Mg2 + : Magnésium 

MH: Mueller Hinton 

NaCl : Chlorure de Sodium 

NCBI: Genome database of the National Center for Biotechnology Information 

NDM: New Delhi metallo- β-lactamase 

NET : Nétilmyine 

NHSN : National Healthcare Safety Network 

N2 : azote 

NO : oxyde d’azote 



   

IX 
 

NO-
3 : nitrates 

O: Antigène somatique 

OMF : Outer Membrane Factor 

OMP : Outer membrane protein 

OMS: Organisation Mondiale de Santé 

Opr : Outer membrane protein 

ORF: Open Reading Frame 

OXA : oxacillinases à spectre étendu 

OXA: Oxacillinase (carbapénémase) 

PAM: Pseudomonas alcaligenes Méthallo-β-Lactamase 

Pb : Paires de bases 

PCR: Polymerase chain reaction 

PDR : Pan Drug Resistant  

Pel : Pellicle locus 

PER: Pseudomonas Extended Resistance 

PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis  

pH: Potentiel hydrogène 

PIB : Pseudomonas Imipenem B-lactamase 

PIP : pipéracilline 

PLP: Protéines liant les pénicillines 

POM : Pseudomonas otidis Methallo-β-Lactamase 

PSE : Pseudomonas Specific Enzyme 

Psl :Polysaccharide synthesis locus 

Qnr: Quinolone resistance gene 

R: Reverse (inverse) 

RIF : Rifampicine 

Rmt: ARNr 16S méthyltransférase 



   

X 
 

RND : Resistance Nodulation Division  

RPM: Rotation par minute 

Ser : Sérine 

SHV: Sulfydryl variable 

SME: Serratia marcescens Enzyme 

SMR : Small Multidrug Resistance  

SPM: Sao-Paulo Metallo-β-lactamase 

spp : Species (espèces) 

ST: sequence type 

T4P : Pilis de Type 4 

TAE : Tris-Acétate-EDTA 

TEM : Temoniera : nom du malade chez qui la première souche a été isolée 

TFA : Acide trifluorocetique 

TIC : Ticarcilline 

TOB : Tobramycine 

TTC : Ticarcilline+ acide clavulanique 

UDP : Uridine Diphosphate 

UFC: Unité Formant Colonie 

UV: Ultra-violet7 

V: Volt 

VEB: Vietnamese Extended Spectrum β-lactamase 

VIM: Verona Imipémènase (carbapénèmase) 

WGS : Whole Genome Sequencing 

XDR :  Extensively Drug Resistant 

Zn2+ : Zinc  

 

 

 



   

XI 
 

Liste des tableaux 

Numéro  Titre Page  

1 

 

Séquences des amorces des gènes de ménage utilisées en 

MLST 

 

45 

2 Amorces utilisées pour la détermination des gènes de 

résistance  

48 

3 Préparation du master mix 51 

4 Résultats de l’identification des souches de P.aeruginosa 

selon leurs scores de MALDI-TOF 

 

60 

5 Données démographique et distribution des isolats à bla VIM-

4 

 

79 

6 CMI du méropénème en présence et en absence du PaβN 

 

83 

7 Données démographiques des isolats présentant une 

surexpression du système d’efflux 

85 

8 Données démographiques et profil de résistance aux 

aminogylcosides des souches choisies pour étude moléculaire 

(N=19). 

87 

9 Données démographiques des isolats résistants aux 

fluoroquinolones (N=5). 

91 

10 Données démographiques des isolats résistants à la colistine 

(N=4) 

95 

 

 

 

 

 

 



   

XII 
 

Liste des figures 

Numéro  Titre Page  

1 Génome de Pseudomonas aeruginosa PAO1  7 

2 Les majeurs facteurs de virulence de P.aeruginosa  8 

3 Model structural des principales pompes à efflux chez P. 

aeruginosa  
12 

4 Système de régulation de MexAB-OprM  15 

5 Cycle de formation de biofilm chez P. aeruginosa  31 

6 Antibiogramme  41 

7 Test Hodge modifié d’une souche produisant une méthallo-β-

lactamase 
41 

8  E-test du meropéneme en présence et en abscence du PaβN. 44 

9 Phénotypes de production de slime 54 

10 Sélection des souches adhérentes et non adhérente 55 

11 Détection de la formation du biofilm par la méthode TCP des 

souches 
56 

12 Dispositif utilisé pour l’hydrodistillation 57 

13 Test d’activité antibactérienne des huiles essentielles 

 
58 

14 Répartition des souches P.aeruginosa en fonction du service 

d’origine 
61 

15 Répartition des souches P.aeruginosa en fonction du type de 

prélèvements 
63 

16 Répartition des souches par tranche âge 65 

17 Répartition des souches par sexe 66 

18 Prévalence des espèces bactériennes coisolées.  67 

19 Profil de résistance aux antibiotiques des isolats de P.aeruginosa 68 

20 Répartition des souches selon leur multirésistance 70 

21 Produits d’amplification par PCR du gène blaVIM-4 sur gel 

d’électrophorèse 
73 



   

XIII 
 

22 Résistance associée des souches productrice de MβL 76 

23 Génotypage par : (A) MLST et (B) PFGE. C- : control négatif, M : 

marqueur de taille  
77 

24 Répartition des souches VIM-4 positives selon leurs pulsotypes et 

leurs séquences types 
79 

25 Dendogramme des souches VIM-4 selon leurs profils PFGE 81 

26 Produits d’amplification par PCR de l’intégron Classe1 sur gel 
d’électrophorèse 

82 

27 Répartition des souches à systèmes d’efflux surexprimés par 
pulsotype et par séquence-type (N=10). 

 

84 

28 Dendogramme des souches à systèmes d’efflux surexprimés selon 

leur profil PFGE 
86 

29 Résistances associées des souches choisies résistantes aux 

aminoglycosides 
86 

30 Produits de PCR des gènes de résistances aux aminoglycosides sur 

gel d’électrophorèse 
88 

31 Résistances associées des souches résistantes aux 

fluoroquinolones  
90 

32 PCR des gènes de résistances aux fluoroquinolones sur gel 

d’électrophorèse 
92 

33 Dendrogramme des souches résistantes aux fluoroquinolones 

selon leur profil PFGE 

 

94 

34 Résistances associées des souches résistantes à la colistine 94 

35 Produits de PCR du gène bla mcr gel d’électrophorèse 96 

36 Produits de PCR des gènes: (A) pmrA et pmrB et (B) PHoPQ gel 

d’électrophorèse 
97 

37 Résistances associées des souches résistantes à la colistine (N=4). 98 

38 

 

Répartition des souches résistantes à la colistine par pulsotype et 

par séquence-type 
99 

39 Dendrogramme des souches résistantes à la colistine selon leur 

profil PFGE 
99 

40 Résultats de l’évaluation de la formation de biofilm par CRA 100 

41 Répartition des isolats positifs par type de prélèvement 101 

42 Profil de résistance des isolats positifs 102 

43 Prévalence des isolats positifs multirésistants 103 

44 Résultats de l’évaluation de la formation de biofilm par TM 104 

45 Répartition des souches à forte production de biofilm par nature 

de prélèvement 
105 

46 Profil de résistance des souches à forte production de biofilm 106 



   

XIV 
 

47 Prévalence des souches à forte production de biofilm 

multirésistantes 
106 

48 Résultats de l’évaluation de la formation de biofilm par TCP 

 
107 

49 Répartition des isolats forts producteurs de biofilm par nature de 

prélèvement 
108 

50 Profil de résistance des isolats forts producteurs de biofilm 109 

51 Prévalence des isolats forts producteurs de biofilm multirésistants 110 

52 Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE 

d’Artemisia dracunculus L. 
113 

53 Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de 

Juniperus communis. 
115 

54 Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE 

d’Artemesia herba alba 
118 

55 Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de 

Lavandula angustifolia 
120 

56 Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de 

Citrus limon 
123 

57 Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de 

Rosmarinus officinalis L. 
124 

58 Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de 

Zingiber officinale 
128 

59 Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE 

d’Eucalyptus globulus 
131 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

XV 
 

Résumé 

Pseudomonas aeruginosa est un pathogène hospitalier majeur impliqué dans plusieurs infections 

sévères en plus de sa grande résistance aux antibiotiques. Ce problème récent est en croissance 

continue et menace de nombreux pays à travers le monde notamment l’Algérie. L’objectif de ce 

travail a été d’étudier la résistance aux antibiotiques et ses supports génétique sur un panel de 227 

souches, collectées sur une période de 24 mois des services du CHU de Batna, Algérie. Ainsi 

qu’évaluer la formation de biofilm chez les souches isolées et étudier l’activité antibactérienne 

des huiles essentielles de huit plantes contre ces souches. 

Les souches ont été identifiées par deux techniques : Api20NE et MALDI-TOF MS. 

L'antibiogramme a été réalisé par méthode de diffusion sur gélose et des CMI en milieu liquide 

sur microplaque avec étude moléculaire des gènes de résistance (PCR, séquençage) et de typage 

moléculaire (MLST et de PFGE). La formation de biofilm a été réalisée selon trois techniques : 

CRA, TM et la TCP. L’évaluation de l’activité antibactérienne des huiles essentielle a été faite 

par la méthode de diffusion sur gélose. 

Nos résultats rapportaient une prévalence variable de résistance des isolats à la plupart des 

antibiotiques testés principalement aux β-lactamines et aux aminoglycosides. Nos souches ont été 

isolées principalement chez des brûlés du sexe masculin. 19,38% des isolats ont été résistantes 

aux carbapénèmes, parmi lesquels 32 souches hébergeaient des gènes de carbapénèmaseblaVIM-4, 

10 souches avaient comme autre mécanisme de résistance aux carbapénèmes la surexpression des 

systèmes d’efflux. Un total de 5 souches résistantes aux fluoroquinolones par mutations dans les 

gènes gyrA, gyrB, parC et parE de même les résistants à la colistine étaient 4 souches présentant 

des mutations dans les systèmes PhoPQ et PmrAB. Le génotypage a révélé une diversité des 

séquences types avec une épidémie engendrée par le ST244 et une relation clonale démontrée 

dans le typage par PFGE. Les isolats capables de former un biofilm étaient de: 24%, 19% et 27% 

selon la technique CRA, TM et TCP respectivement. Les HE ont montré une variabilité dans leur 

activité antibactérienne où les HE d’eucalyptus, de lavande et d’estragon ont montré l’effet le plus 

faible. 

Ces résultats soulignent la diffusion des souches multirésisantes et virulentes ce qui incite la mise 

en œuvre de politique de surveillance de la résistance aux antibiotiques et d’implanter des 

stratégies de lutte contre cette résistance. 

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa, résistances aux antibiotiques, biofilm, huiles essentielles, 

CHU de Batna.  
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Abstract 

Pseudomonas aeruginosa is a major pathogen in hospitals, it’s involved in several severe 

infections besides its high antibiotic resistance. This recent problem is constantly 

increasing and threatens many countries around the world, especially Algeria. The 

purpose of this work was to study antibiotic resistance and its genetic supports for a total 

of 227 strains, collected over a period of 24 months from the services of the CHU of 

Batna, Algeria. Also assessing the formation of biofilm in isolated strains and study the 

antibacterial potential of the essential oils of eight plants.  

Two identification techniques were used for the isolated starins: Api20NE system and 

MALDI-TOF MS. The antibiogram was carried out by agar diffusion method and CMI 

using microplate assay; as well a molecular study for the resistance genes (PCR, 

sequencing) and molecular typing (MLST and PFGE). Biofilm evaluation was carried out 

using three techniques: CRA, TM and TCP. The evaluation of the antibacterial activity 

of essential oils was made by the agar diffusion method. 

 Our results reported a variable resistance prevalence of isolates to most tested antibiotics 

mainly for β-lactamines and aminoglycosides. Our strains have been isolated mostly from 

male burn victims. 19.38% of isolates were carbapenem resistant, of which 32 strains 

harbored blaVIM-4 coding for carbapenemase, and 10 strains showed overexpressed efflux 

pumps as mechanism of resistance to carbapenems. A total of 5 fluoroquinolone resistant 

strains exhibited mutations in gyrA, gyrB, parC and parE genes.in addition to other 4 

colistin resistant strains  presented mutations in the PhoPQ and PmrAB systems. 

Genotyping revealed a diversity of sequence types with an outbreak of ST244 and a clonal 

relationship demonstrated in PFGE typing. Teh rates of isolates with formation of 

forming a biofilm were 24%, 19% and 27% according to the CRA, TM and TCP 

technique respectively. The essential oils showed variability in their antibacterial activity 

where eucalyptus, lavender and tarragon oils showed the lowest effect. 

These results highlight the spread of multidrug-resistant and virulent strains, which needs 

extremely the creation of an antibiotic resistance surveillance policy and the 

implementation of control strategies. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, antibiotic resistance, biofilm, essential oils, the 

university hospital of Batna. 
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 الملخـــــص 

المسؤولة وأحد مسببات الأمراض الرئيسية في المستشفيات  هي Pseudomonas aeruginosaالزنجارية الزائفة 

العديد من الالتهابات الحادة بالإضافة إلى مقاومتها العالية للمضادات الحيوية. وهذه المشكلة الأخيرة تشهد تزايد  عن

لا سيما الجزائر.كان الهدف من هذا العمل دراسة مقاومة المضادات  مستمر ما يهدد العديد من البلدان حول العالم

شهرًا من مختلف  24سلالة، تم جمعها على مدى  227كون من الحيوية الجينات المسؤولة عنها على مجموعة تت

في باتنة، الجزائر. إضافة الى تقييم تكوين الغشاء الحيوي في السلالات المعزولة ودراسة  وحدات المستشفى الجامعي

 الإمكانات المضادة للبكتيريا للزيوت الأساسية من ثمانية نباتات. 

تم اختبار الحساسية للمضادات الحيوية بواسطة    MALDI-TOF MSو Api20NEب تقنيتينتم تحديد السلالات 

مع دراسة جزيئية لجينات  MICROPLATE بطريقة الأدنىاتشار الأقراص على الاغار وتم تحديد التركيز المثبط 

تمت دراسة تكوين الغشاء الحيوي  .MLST) و (PFGEالتنميط الجيني  ، و) الجيني والتسلسل  PCRالمقاومة )

يقة من خلال طر للزيوت العطريةو تم تقييم النشاط المضاد للبكتيريا  TCP و  TMو CRA باستخدام ثلاث تقنيات

 اتشار الأقراص على الاغار.

تبارها اخمعظم المضادات الحيوية التي تم تجاه  المقاومة في العزلات لانتشارمختلفة ت اوضحت نتائجنا عن معدلا

تم عزل سلالاتنا بشكل رئيسي من ضحايا الحروق من الذكور. كانت  .للأمينوغليكوزيداتو بشكل أساسي للبيتالاكتام

سلالات لها الآلية  10، و  VIMbla- 4سلالة تحتوي على جينات 32منها  للكاربابينيمات،من العزلات مقاومة  19.38٪

سلالات مقاومة للفلوروكينولونات عن طريق  5ربابينيم.  مع وجود مجموعه آلية التدفق  المفرط النشاط لمقاومة الكا

 سلالات مقاومة للكوليستين مع طفرات في نظام 4وكذلك  parE و parC و gyrB و gyrA الطفرات في جينات

PmrAB وPhoPQ.  كشف التنميط الجيني عن مجموعة متنوعة من التسلسلات النموذجية مع تفشيST244  و

 ٪19و ٪24كانت العزلات القادرة على تكوين غشاء حيوي بنسبة  .PFGEفي  الانماط موضحةمتنوعة من  مجموعة

الزيوت العطرية الأساسية تبايناً في نشاطها المضاد  على التوالي. أظهرت TCP و TM و CRA حسب تقنية ٪27و 

 للبكتيريا حيث أظهرت الأوكالبتوس والخزامى والطرخون أضعف تأثير.

وضع سياسة مراقبة لمقاومة  إلى ضرورةهذه النتائج على انتشار السلالات المقاومة والفتاكة، مما يدفع  تؤكد 

 .المضادات الحيوية واتباع استراتيجيات لمكافحة هذه المقاومة

، مقاومة المضادات الحيوية، الغشاء الحيوي، الزيوت Pseudomonas aeruginosa: الكلمات المفتاحية

 المستشفى الجامعي باتنة.العطرية، 
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Pseudomonas aeruginosa est un bacille aérobie non fermentaire à Gram négatif 

et un pathogène opportuniste cliniquement important (Gellatly et al., 2013). C’est l'un 

des six agents pathogènes bactériens, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et 

Enterobacter spp., qui sont couramment associés à la résistance aux antimicrobiens et 

désignés par l’acronyme ESKAPE (Ciofu and Tolker-Nielsen, 2019). C’est une bactérie 

dotée d’une grande adaptation génique conférées par les gènes régulateurs (> 8%) codés 

dans son grand génome (> 6 Mb), un remarquable répertoire de déterminants de virulence 

et une capacité exceptionnelle à échapper à l'activité des traitements antimicrobiens 

(Silby et al., 2011). Ce qui fait de P. aeruginosa l'une des causes les plus redoutables 

d'infections graves en milieu clinique à travers le monde (Breidenstein et al., 2011) en 

particulier chez les patients immunodéprimés, ainsi que chez les personnes hospitalisées 

en unité de soins intensifs, les patients atteints de mucoviscidose et les personnes 

gravement brûlées (Sadikot et al., 2005).  Cette bactérie est liée à un taux de mortalité 

élevé et occupe la 6ème position parmi les agents pathogènes les plus associés aux 

infections nosocomiales selon le rapport du National Healthcare Safety Network (NHSN) 

(Weiner et al., 2016). Malgré l’évolution des systèmes de la prise en charge des soins 

intensifs, les infections à P. aeruginosa sont encore associées à un taux de mortalité 

atteignant 20 à 50 % (Kim et al., 2014 ; Yoon et al., 2019).  

Un large groupe de souches de P. aeruginosa présente une résistance à diverses 

classes d'antibiotiques ou d'agents antibactériens, ce qui rend difficile le contrôle de 

l'infection vu le nombre restreint des molécules habituellement actives sur cette bactérie 

(Mohanty et al., 2020). P. aeruginosa dispose d’une résistance intrinsèque à la majorité 

des antibiotiques par le biais de céphalosporinase chromosomiques AmpC,   de la faible 

perméabilité de la membrane externe aux antimicrobiens et l'expression de la pompe à 

efflux. Dans plusieurs milieux hospitaliers, cette résistance naturelle est plus compliquée 

par des mutations facilitées par les chromosomes et l’acquisition supplémentaire de gènes 

de résistance issus de plasmides et de transposons codant pour des enzymes dégradant 

des antibiotiques (Belodu et al., 2012 ; Balasubramanian et al., 2013). Les mutations 

peuvent toucher les gènes codant pour les porines, les pompes à efflux, les protéines de 

liaison à la pénicilline et l’AmpC chromosomique, toutes contribuant à la résistance aux 

β-lactamines, aux carbapénèmes, aux aminosides et aux fluoroquinolones (Oie et al., 

2009). Souvent, ces mécanismes existent simultanément, conférant ainsi une résistance 
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combinée à de nombreux antibiotiques et donc les options de traitement sont très limitées 

(Memar et al., 2016).   

Les taux de résistance élevés constatés dans de nombreux pays du bassin 

méditerranéen, notamment dans les pays de l’Afrique du nord reviennent aux fréquentes 

résistances acquises (Jeannot and Plésiat, 2016). La surveillance épidémiologique des 

résistances aux antibiotiques de P. aeruginosa, montre l’émergence de nouveaux gènes 

de résistance aux antibiotiques ces dix dernières années en Algérie (Aggoune-Khinache 

et al., 2009; Baba Ahmed et al., 2014 ; Meradji et al., 2016).  

L’augmentation en chiffre des souches multirésisantes en raison de la propagation 

rapide a rendu le traitement contre P. aeruginosa compliqué (Dogonchi et al., 2018). De 

plus, l'existence de clones multirésistants à haut risque épidémiologique, comme P. 

aeruginosa ST175 (Oliver et al., 2015), de plasmides épidémiques porteurs de plusieurs 

gènes de résistance (Mathers et al., 2015) qui sont transférés entre bactéries même 

d'espèces différentes, et l'existence de personnes saines colonisées par des bactéries multi-

résistantes, dont la détection et le contrôle ne sont pas toujours aisés, contribuent à cette 

dispersion (Oteo-Iglesias et al., 2019). 

Sans oublier sa capacité à produire des biofilms, qui est un autre facteur principal 

impliqué dans les infections chroniques et un déterminant de la virulence de P. 

aeruginosa car il est fortement corrélé avec la résistance aux antibiotiques. Les biofilms 

offrent un mode de vie protecteur aux bactéries et sont extrêmement difficiles et coûteux 

à traiter par des composés antimicrobiens ce qui explique la persistance d'infections 

prolongées causées par ce pathogène (Baker et al., 2016).  Les biofilms jouent un rôle 

majeur dans plus de 80% des infections. 60% des infections associées aux soins sont 

attribués à la formation des biofilms sur dispositifs médicaux implantables et représentent 

donc un des facteurs de virulence qui permet aux bactéries de résister aux traitements 

antimicrobiens (Madouri, 2017). La résistance ou la tolérance des biofilms bactériens 

qui peut être 1000 fois plus importante que celle des mêmes cellules à l’état planctonique 

à pratiquement tous les antibiotiques est liée à plusieurs facteurs avec une plus grande 

capacité à transférer des gènes de résistance (Jung et al., 2014). 

Par conséquent il existe un besoin urgent de rechercher des agents antimicrobiens 

nouveaux mais efficaces et des alternatives possibles impliquant des produits naturels 

pour atténuer le développement de l’antibiorésistance. Divers composés naturels aux 
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propriétés médicinales ont été proposés comme agents antimicrobiens contre les agents 

pathogènes multirésistants, en particulier lorsqu'ils sont utilisés en association avec des 

antibiotiques conventionnels (Gargano et al., 2020). Les métabolites d'origine végétale 

tels que les huiles essentielles (HE) ont été largement étudiés pour leur énorme utilisation 

en tant qu'agents antimicrobiens (Solórzano-Santos and Miranda-Novales, 2012)  

C’est dans cette optique que s’insère notre étude dont l’objectif principal est de 

définir la prévalence, la résistance aux antibiotiques et la caractérisation moléculaire des 

gènes conférant la résistance chez cette bactérie au CHU de Batna. Dans un deuxième 

temps, il serait essentiel de mettre en évidence l’aptitude des souches isolées à former des 

biofilms. Puis on étudiera la possibilité de contrecarrer les souches MDR par moyen des 

alternatives naturelles particulièrement les huiles essentielles. Pour cette fin, on a tracé le 

plan suivant :  

Le premier chapitre est une revue bibliographique sur l’agent pathogène P.aeruginosa en 

élucidant ses mécanismes de résistance aux antibiotiques, les différents facteurs de 

virulence ainsi que les propriétés du biofilm associés à cette bactérie. Avec des généralités 

sur les capacités thérapeutiques des huiles essentielles de quelques plantes. 

Le deuxième chapitre présentera le matériel et les méthodes expérimentales utilisés. 

Enfin, le troisième chapitre sera consacré à la présentation de l’ensemble des résultats 

obtenus et aux discussions qui en découlent.
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1. Historique  

Pseudomonas aeruginosa anciennement nommé Bacillus pyocyaneus a été 

indiqué comme agent infectieux pour la première fois par Lucke en 1862 après 

l'observation de Sédillot en 1850 de la décoloration des plaies chirurgicales. (Pitt, 1998) 

Il a été isolé pour la première fois par Gessard en 1882. Son nom est issu du grec pseudo 

(simili ou imitation) et monas (unité) et le mot aeruginosus (couvert de rouille) vient du 

latin et correspond à la couleur verdâtre sur les ulcères inféctés par cette bactérie.  Il est 

également appelé bacille pyocyanique : du grec puon (pus) et kuanos (bleu foncé) (Aissa, 

2012). P.aeruginosa fut l'agent responsable des surinfections des plaies au cours de la 

1ère guerre mondiale, les soldats montrèrent de pus bleu au niveau de leurs plaies.  

(Yétérian, 2010).  

2. Taxonomie  

Le premier rapport decrivant le genre Pseudomonas remonte à la fin du 19e siècle 

du botaniste allemand Walther Migula (Palleroni, 2010). Le genre Pseudomonas 

appartient à la famille des Pseudomonadaceae qui inclut 14 genres : Azomonas, 

Azomonotrichon, Azorhizophilus, Azotobacter, Chryseomonas, Entomomonas, 

Flavimonas,  Mesophilobacter, Oblitimonas,  Permianibacter,  Pseudomonas, 

Rhizobacter, Rugamonas, Serpens et Thiopseudomonas.  

Le genre Pseudomonas regroupe 332 espèces dont l’espèce type est Pseudomonas aeruginosa 

(LPSN, 2020). 

  

Domaine Bacteria 

Phylum Proteobacteria 

Classe Gammaproteobacteria 

Ordre Pseudomonadales 

Famille Pseudomonadaceae 

Genre Pseudomonas 

Espèce  Pseudomonas aeruginosa  

 

 

https://lpsn.dsmz.de/genus/chryseomonas
https://lpsn.dsmz.de/genus/entomomonas
https://lpsn.dsmz.de/genus/flavimonas
https://lpsn.dsmz.de/genus/oblitimonas
https://lpsn.dsmz.de/genus/permianibacter
https://lpsn.dsmz.de/genus/thiopseudomonas
https://lpsn.dsmz.de/domain/bacteria
https://lpsn.dsmz.de/phylum/proteobacteria
https://lpsn.dsmz.de/class/gammaproteobacteria
https://lpsn.dsmz.de/order/pseudomonadales
https://lpsn.dsmz.de/family/pseudomonadaceae
https://lpsn.dsmz.de/genus/pseudomonas
https://lpsn.dsmz.de/species/pseudomonas-aeruginosa
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3. Morphologie et physiologie 

P. aeruginosa est un bacille droit ou légèrement incurvé à Gram négatif de 1 à 

5µm de long contre 0.5 à 3µm de large. Il est non fermentant, aérobie strict, non sporulé, 

non capsulé mais capable de produire un glycocalyx et/ou un slime et est mobile par 

flagelle polaire en plus des fimbriae. Les cellules se trouvent libres en forme planctonique 

ou enchâssées dans un biofilm (Willey et al., 2009).  

P.aeruginosa présente généralement des colonies isolées plates non mucoïdes 

lisses ou bombées à bord dentelé.  Il existe des variants de petites colonies punctiformes 

(small colony variants) peuvant être produites par des souches provenant de patients 

souffrant d'infections ostéo-articulaires ou pulmonaires chroniques et des colonies 

muqueuses associées à la production d'alginate qui sont principalement isolées des 

patients atteints de mucoviscidose, de bronchopneumopathie chronique obstructive ou 

d’infections urinaires. Les souches environnementales de P. aeruginosa forment parfois 

des colonies en oeuf sur le plat relativement grand avec un centre bombé, des contours 

irréguliers et des reflets irisés (Kidd et al., 2011).  

P. aeruginosa peut utiliser une panoplie de sources de carbone par métabolisme 

oxydatif. Elle produit l’acide à partir de glucose, fructose et xylose. Parmi les 

caractéristiques biochimiques de P. aeruginosa, on retiendra la production d'une 

cytochrome C oxydase (test de l'oxydase positif), d'une nitrate réductase et d'une nitrite 

réductase permettant la réduction des nitrates (NO-
3) en monoxyde d'azote (NO) puis en 

azote (N2), ainsi que d'une arginine déiminase (ADH positive) (Brenner et al., 2005).  

Elle peut se développer en anaérobiose en utilisant le nitrate ou l’arginine comme 

accepteur final d’électrons (Kiska and Gilligan, 2003).  Elle se développe dans un 

intervalle de température allant de 4 °C à 45 °C (Pier and Ramphal, 2005), mais sa 

température optimale est de 37°C. Sa croissance à 42°C permet de la différencier des 

autres espèces fluorescentes pathogènes du genre Pseudomonas comme P. fluorescens et 

P. putida. Sa culture est aisée sur des milieux ordinaires (Mueller Hinton, gélose 

nutritive), sélectifs (géloses Drigalski, Hektoën, Mac Conkey ou renfermant du cétrimide) 

ou chromogènes.  (López Causapé, 2018) 

P. aeruginosa utilise aussi le fer qui est nécessaire pour sa croissance et ses 

fonctions métaboliques telles que la respiration et la synthèse de l'acide 

désoxyribonucléique (ADN). Dans un environnement pauvre en fer, P. aeruginosa est 
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capable de séquestrer le fer libre à l'aide de composés chélateurs du fer appelés 

sidérophores. Les sidérophores solubles dans l'eau produits par P. aeruginosa sont la 

pyoverdine et la pyochéline (Saha et al., 2013). Sous une lumière ultraviolette (UV), 

l'expression de la pyoverdine est indiquée par une fluorescence jaune-verte. Les pigments 

supplémentaires produits par P. aeruginosa sont la pyocyanine, la pyomélanine et la 

pyorubine, qui donnent les teintes bleues, brunes et rouges observées sur ses colonies 

(Lamont et al., 2003). 

4. Niches écologiques 

P. aeruginosa est un microorganisme ubiquitaire qui a une grande flexibilité 

métabolique et des exigences nutritionelles minimales ce qui lui premet de coloniser 

plusieurs niches écologiques de différentes conditions de vie (température, oxygène, pH, 

substrat) (Spiers et al., 2000). Il est largement distribué dans l’environnement surtout 

dans les milieux aquatiques doux et marins, le sol, l’air, la matière organique et les 

surfaces humides. Des études récentes indiquent que P. aeruginosa est souvent trouvé 

dans les eaux grises ménagères (Remold et al., 2011). L'hôpital constitue une niche 

écologique favorable à son développement où il est isolé des dispositifs et équipements 

chirurgicaux et médicaux (matelas, endoscopes, cathéters, nébulisateurs, humidificateurs 

et respirateurs), siphons, douches, toilettes, désinfectants, détergents et eau distillée. De 

plus, il est capable d’infecter ou de coloniser plusieurs hôtes (végétaux, animaux, insectes, 

nématodes etc…) (Silby et al., 2011 ; Zubko and Zubko 2013).  

5. Génétique 

Pseudomonas aeruginosa étant une bactérie, son ADN se trouve sur un seul 

chromosome circulaire et surenroulé. Le premier génome complet disponible séquencé 

en 2000 était celui de la souche de référence PAO1 avec une taille de 6.3 MPb, un taux 

de G+C de 66.6%, 5697 gènes et 5570 cadres de lecture ouverts (ORF) (Stover et al., 

2000). Un total de 5063 génomes séquencés sont disponibles sur le site du NCBI (Février 

2020).  

Ce grand génome présente une complexité génétique dont plusieurs gènes 

partagent la même fonction. Plus de 521 ORF (8.4%) du génome sont didiés à la 

régulation ce qui confère à cet organisme une incroyable adaptation aux différentes 

conditions environnementales (milieux minimaux, variables conditions physiques) et aux 

différents hôtes. Le génome code aussi pour de nombreux transporteurs impliqués dans 
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l’antibiorésistance expliquant les problèmes sérieux associés au control des infections 

provoquées par cette bactérie (D’Arcangelo, 2016).  

Il existe une partie conservée dans le génome dite le génome coeur qui comprend tous les 

gènes présents dans tous les génomes séquencés de Pseudomonas aeruginosa et un autre 

composant accessoire (génome accessoire) contenant des régions spécifiques pour chaque 

souche formée par l’acquisition des clusters géniques issus soit d’un transfert horizontal 

chez certaines souches soit de la délétion de segments chromosomiques spécifiques chez 

d’autres. (Mathee et al., 2008).  

 

 

 

 

 

              

           

 

 

 

 

Figure.1. Génome de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Stover et al., 2000). 

6. Pathogénie et facteurs de virulence 

La pathogénie de P.aeruginosa est médiée par de multiples facteurs de virulence 

qui facilite l’adhésion et/ou la perturbation des voies de signalisation cellulaire de l’hôte. 

P.aeruginosa est doté d’un grand arsenal de facteurs de virulence qui peuvent interférer 

avec la réponse immunitaire de l’hôte. Ces facteurs concourent à la pathogénicité par des 

actions complémentaires c’est la virulence multifactorielle combinatoire (Luján-Roca, 

2014).  
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Figure.2. Les majeurs facteurs de virulence de P.aeruginosa (Hauser and Ozer, 2011) 

6.1. LPS 

Le LPS est connu pour son rôle protecteur contre la lyse provoquée par le sérum 

et pour son activité endotoxique. L'endotoxine est responsable d'une stimulation 

excessive du système immunitaire pouvant provoquer un choc septique et conduire à la 

mort (Elemam et al., 2009).  

6.2. Flagelle 

 P. aeruginosa possède un seul flagelle polaire qui est responsable de sa motilité 

de type swimming, le chimiotactisme et l’acquisition des nutriments. Néanmoins, son rôle 

dans la virulence va au-delà de la simple motilité où les protéines flagellaires jouent un 

rôle critique dans l'attachement, l'invasion, la formation de biofilm et la médiation des 

réponses inflammatoires. Les souches non flagellées sont moins invasives. Cependant, 

lors d’une infection chronique, comme la mucoviscidose, les souches dépourvues de 

flagelles sont progressivement soumises à une pression de sélection des résistants 

(Verma et al., 2005; Ben Haj et al., 2011). 

 6.3. Pili type IV 

Chez P.aeruginosa, les pili de type IV (T4P) jouent un rôle important dans le 

tropisme tissulaire et l’attachement aux différents types de tissus cellulaires, dans 
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l’initiation de la formation de biofilm et dans la phagocystose non opsonique (Mattick, 

2002; Barken et al., 2008). Les bactéries dépourvues de T4P sont nettement moins 

capables de se lier aux cellules eucaryotes (Farinha et al., 1994) et incapables de former 

des microcolonies sur des surfaces artificielles nécessaires pour initier la formation de 

biofilm.  En outre, les souches piliées provoquent non seulement plus de pneumonies 

mais sont aussi à l'origine d'une plus grande mortalité que les souches ne possédant pas 

le pili. (O’Toole and Kolter, 1998).  

6.4. Alginate  

Elle est responsable de l’aspect muqueux des colonies. Comme elle facilite 

l’adhésion des cellules bactériennes aux cellules trachéales, inhibe la phagocytose et 

l’action des antibiotiques, impliquée dans la pathogénicité respiratoire (Ben Haj et al., 

2011) 

7. Epidémiologie 

P.aeruginosa est un pathogène opportuniste provoquant des infections aiguës et 

chroniques, communautaires et nosocomiales et rarement trouvé colonisant des hôtes 

immunocompétents (Kidd et al., 2012). La gravité de l'infection peut varier d'une simple 

infection spontanément résolutive à une infection systémique grave associée à une 

morbidité et une mortalité importantes (Afshari et al., 2012). il est responsable 

d’infections de localisations diverses chez des patients ayant des défenses 

antibactériennes altérées P. aeruginosa est ainsi responsable d’infections cutanées, 

oculaires, auriculaires, neuroméningées, de bactériémies mais cette espèce est 

principalement responsable d’infections respiratoires (particulièrement en réanimation ou 

chez les patients atteints de mucoviscidose) et d’infections urinaires (IU) (Oliveira et al., 

2020). P. aeruginosa représente la seconde cause de pneumopathie nosocomiale et est la 

troisième espèce de bacille à Gram négatif la plus fréquemment identifiée au cours de 

bactériémie. P. aeruginosa est responsable d’infections chez 60-80% des patients atteints 

de mucoviscidose (Acosta et al., 2020). Lors d’une étude multicentrique française 

réalisée sur cinq mois, la prévalence des infections à P. aeruginosa en service de 

réanimation et soins intensifs était de 15,3% (Hoang et al., 2018). P. aeruginosa est 

responsable de 10% des infections liées aux soins (IAS) et représente ainsi le quatrième 

pathogène nosocomial le plus fréquemment isolé au cours d’IAS, en France et dans le 

monde (Daniau et al., 2020).  
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8. Résistance 

Les bactéries présentent de multiples mécanismes de résistance aux antibiotiques, 

notamment la diminution de la perméabilité, l'expression des systèmes à efflux, la 

production d'enzymes d'inactivation d'antibiotiques et des modifications de la cible. 

Parmi les bactéries multi-résistantes P. aeruginosa constitue une préoccupation majeure 

et une menace croissante pour la santé mondiale entraînant une augmentation accrue de 

la prévalence des infections nosocomiales et chroniques. Cela est dû à l'extraordinaire 

capacité de ces bactéries à développer une résistance contre un large éventail 

d'antimicrobiens par le biais de divers mécanismes moléculaires qui sont souvent présents 

simultanément dans les isolats cliniques (Hirsch and Tam, 2010). Bien que chaque 

mécanisme de résistance soit lié à une classe spécifique d'antibiotiques, plusieurs 

mécanismes interviennent de manière variable dans la résistance à chaque classe 

d'antibiotiques (Potron et al., 2015).  

P. aeruginosa est difficilement traité du fait qu’il possède la plupart de ces 

mécanismes de résistance (Lister et al., 2009). La résistance chez P. aeruginosa est 

intrinsèque codée par le chromosome ou génétiquement acquise qui affecte les principales 

classes d'antibiotiques tels que les β-lactames, les aminosides, les quinolones et les 

polymyxines (Llanes et al., 2013).  

Au moins huit classes d’antibiotiques sont utilisées dans le traitement des 

infections à P. aeruginosa à savoir la famille des β-lactamines : les carbapénèmes, les 

cépahlosporines, les pénèmes avec inhibiteurs de β-lactamase et les monobactames et 

d’autres familles essentiellement les aminoglycosides, les fluoroquinolones, les 

polymyxines et la fosomycine (El Solh and Alhajhusain, 2009). Ainsi, les souches de 

P. aeruginosa sont classées en fonctions de leurs spectres de résistances en BMR 

(résistance à un antibiotique dans trois clases différentes), BHR (résistance à un 

antibiotique dans plus de quatre classes d’antibiotiques) ou BPR (totorésistance aux 

antibiotiques utilisés). (El Zowalaty et al., 2015).  

8.1. Résistance naturelle 

P.aeruginosa est naturellement résistant aux aminopénicillines, aux pénicillines 

M, aux céphaosporines de 1ère et 2 ème génération (C1G et C2G) et certaines de 3ème 

génération (C3G) comme le céfotaxime et la ceftriaxone, et à un carbapénème : 

l’ertapénème. Les mécanismes participant à cette résistance naturelle aux β-lactamines 
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sont au nombre de trois, fréquemment regroupés sous l’appellation de « résistance 

intrinsèque » de P. aeruginosa aux β-lactamines : l’imperméabilité relative de la 

membrane externe, la présence de systèmes d’efflux actif et la production d’une β-

lactamase chromosomique de classe C spécifique de cette espèce bactérienne.  (Guevara 

et al., 2012 ; Montalegre, 2016) 

P. aeruginosa résiste naturellement également à la kanamycine, la streptomycine 

et la néomycine grâce à une enzyme modificatrice des aminosides : APH(3’)- II. Elle 

possède aussi deux systèmes d’efflux actifs sur les aminosides (MexEF-OprN et MexXY-

OprM) mas ils ne jouent pas de rôle dans la résistance intrinsèque de P. aeruginosa. 

(Poole, 2005; Breidenstein et al., 2011)  

8.1.1. Imperméabilité de la membrane externe 

Une inhibition sélective des antibiotiques est imposée par la membrane externe de 

P.aeruginosa, sa perméabilité est à 1/100 par rapport à celle de la membrane d’E.coli et 

ne permet la pénétration des composés de grand poids moléculaire (Bellido et al., 1992). 

Elle se compose d’une bicouche phospholipidique, LPS et deux types de protéines celles 

de structure et celles qui servent comme canaux de transport (porines) (Delcour, 2009).  

La porine la prédominante chez P.aeruginosa est la OprF (37.6 kD) (Winsor et 

al., 2016), elle joue un rôle structural tout en contribuant dans le maintien de la forme de 

la cellule (Rawling, Brinkman and Hancock, 1998) ainsi qu’un rôle de transporteur 

responsable de la diffusion non spécifique des ions, des saccharides avec une faible 

perméabilité pour les antibiotiques (Bratu  et al., 2007). Elle a deux conformations la 

plus abondante est une structure fermée qui traduit la faible perméabilité de la membrane 

externe de P.aeruginosa par rapport aux autres bactéries. Tandis que celle sous forme de 

canal ouvert forme une petite fraction (<5%) (Sugawara and Nikaido 1994; Sugawara 

et al., 2006) 

La OprH est la plus petite porine chez Pseudomonas aeruginosa (21.6 kDa) et 

lorsqu’elle est en surexpression, elle confère une résistance aux polymyxines B et aux 

aminoglycosides (Macfarlane et al. 1999; Kwon and Lu 2006; Wei et al. 2011). 

Cependant sa répression rend Pseudomonas aeruginosa sensible à la colisitne 

(Chambers and Sauer, 2013). 
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8.1.2. Systèmes d’efflu 

         Il existe chez les bactéries des systèmes de transport actif primaire et secondaire 

dites les pompes d’efflux. Elles sont décrites comme mécanisme de résistance pour la 

première fois en 1980 (pompe d’efflux de la tétracycline chez E. coli) et elles sont 

présentes chez les souches sensibles et résistantes avec une large spécificité de substrats 

(Hernando-Amado et al., 2016)  

                 L’analyse génomique de ces systèmes révèle la présence de cinq superfamilles. 

On distingue la superfamille des « Major Facilitator » (MFS), la superfamille des ABC 

transporteurs « ATP Binding Cassette », la superfamille des « Small Multidrug Resistance 

» (SMR), la superfamille des « Resistance Nodulation Division » (RND) et la 

superfamille « Multidrug And Toxic compound Extrusion (MATE) (Li and Nikaido, 

2009) 

                Cependant les pompes d’efflux responsable de la résistance chez P.aeruginosa 

sont membres de la superfamille des RND (Poole, 2007). Ce sont des systèmes à trois 

composants formés des canaux protéiques de la membrane externe (OMF), des protéines 

de liaison periplasmiques (MFP) et des protéines de transport cytoplasmiques (fig.3) 

(Daury et al., 2016). P.aeruginosa possède quatre systèmes principaux d’efflux : le 

MexAB-OprM qui est le premier système d’efflux décrit chez cette espèce pour son 

implication dans l’efflux de la pyoverdine ainsi que son implication dans la résistance aux 

antibiotiques également démontrée (Li et al., 1995),  MexCD-OprJ, MexEF-OprN et 

MexXY-OprM (Gotoh et al., 1995 ;  Li et al., 2000b, Dreier and Ruggerone, 2015) 

 

Figure.3. Model structural des principales pompes à efflux chez P. aeruginosa (Neves 

et al., 2010) 
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                Ces pompes peuvent attribuer une résistance aux : quinolones, β –lactamines,   

tetracycline, macrolides, chloramphenicole, novobiocine, trimethoprime et 

sulphonamides comme c’est le cas de la pompe (MexAB-OprM,) (Köhler et al., 1996 ; 

Li et al., 1998b ; Srikumar et al., 1998; Dupont et al., 2005 ; Tomas et al., 2010). La 

pompe   MexCD-OprJ induit une résistance aux β –lactamines (Okamoto et al., 2002), 

pour et  la pompe MexEF-OprN confère une résistance aux quinolones (Llanes et al., 

2011), tandis que les aminoglycosides et les fluoroquinolones peuvent être expulser par 

la pompe MexXY-OprM (Hocquet et al., 2003). 

8.1.3. Céphalosporinase chromosomique AmpC 

De plus de sa faible perméabilité membranaire et ses systèmes d’efflux, la 

résistance intrinsèque chez P.aeruginosa peut être attribuée à une enzyme dite 

céphalosporinase chromosomique AmpC qui est une β-lactamase à large spectre de la 

classe C de Ambler. Elle est caractéristique de l’espèce et connue depuis plus de trente 

ans (Ambler et al., 1991). Elle est exprimée à un niveau basal et peut conférer une 

résistance naturelle aux β-lactamines (aminopenicillines, ampicilline, amoxicilline, 

cephalothine C1G, C2G et quelques C3G comme la cefotaxime et le moxalactame) sauf 

la ceftazidime, le cefepime et les carbapenems (Aghazadeh et al., 2014). Dans les 

conditions normales, l’enzyme est produite à bas niveau du fait de l’action limitée d’ampR 

activateur de la transcription (codant pour une protéine transmembranaire) d’ampC 

réprimé, mais certaines β-lactamines comme les carbapénèmes et la céfoxitine ou encore 

l’acide clavulanique peut induire sa production (Jeannot and Plésiat, 2016).  

Outre AmpC, P. aeruginosa présente deux autres β-lactamases chromosomiques : 

l'OXA-50 ou PoxB de classe D d’Ambler dont le rôle en résistance reste marginal vu  sa 

faible activité et de son restreint spectre, et une métallo-β-lactamase PIB-1 (Girlich et al., 

2004; Fajardo et al., 2014; Juan et al., 2017b). Les homologues de FosA sont présents 

dans la majorité des génomes de certaines espèces, y compris P. aeruginosa, et 

contribuent à la résistance intrinsèque à la fosfomycine (Ito et al., 2017a, 2017b). 

L’aminoglycoside 3’-phosphotransférase II (APH (3’)-II) chromosomiquement codée est 

présent chez P. aeruginosa et lui confère naturellement une résistance à la kanamycine, 

à la néomycine et à la parmomycine. En fait, c'est cette enzyme qui a efficacement éliminé 

ces aminosides de l'utilisation clinique (Okii et al., 1983).  
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8.2. Résistance acquise 

8.2.1. Surexpression de l’AmpC  

La production de l'AmpC peut considérablement augmenter sous certaines 

conditions conférant ainsi une résistance à toutes les β-lactamines sauf les carbapénèmes. 

Cela est le résultat soit des mutations dans l’un de ses gènes régulateurs (ampD, ampDh2, 

ampDh3, ampR, ampG, ampO, ampP et dacB) (Oliver et al., 2015; Kong et al.,2010), 

soit d’une induction du gène. Les mutations des gènes de régulation de la production de 

l’AmpC peuvent survenir à des fréquences qui varient de 10-7 à 10-9 (Bagge et al., 2002). 

L'induction de l’AmpC est un processus réversible qui se produit sous exposition à des β-

lactamines et des inhibiteurs de β-lactamases spécifiques tels que la céfoxitine, 

l'imipénem et / ou le clavulanate (Lister et al., 2009).  

 La résistance de P. aeruginosa aux carbapénèmes est couramment expliquée par 

L’hyperproduction de l’AmpC en association avec d’autres mécanismes de résistance 

comme l’altération de la porine D2 le plus souvent, cette dernière provoque une 

augmentation des CMI de quatre à seize fois pour les carbapénèmes (Fournier et al., 

2013), ou par la surexpression d’un système d’efflux (MexAB-OprM ou MexCD-OprJ) 

voire parfois les deux. L’AmpC naturelle de P. aeruginosa a la capacité d’hydrolyser les 

carbapénèmes (faible pour le méropénème, plus importante, jusqu'à 25 fois plus, pour 

l’imipénème) et son surexpression diminue sa sensibilité aux carbapénèmes 

(Castanheira et al., 2014). La détection de l’hyperproduction d’AmpC doit s’envisager 

en cas de résistance à la ceftazidime (Montalegre, 2016). Le gène codant pour AmpC de 

P. aeruginosa n’a pas encore été identifié sur des plasmides et donc n’est pas transmis à 

d’autres espèces comme c’est le cas des AmpC plasmidiques d’entérobactéries (Mérens 

et al., 2012).  

8.2.2. Surexpression des pompes d’efflux  

Un autre facteur contribuant à la résistance aux β-lactamines chez P. aeruginosa est la 

surexpression des pompes d’efflux qui surgit lors d’un traitement aux fluoroquinolones, 

pénicillines et céphalosporines comme conséquence de mutation ponctuelle dans le 

systèmes de régulation génique de ces pompes (Livermore, 2003 ; Ong et al., 2007) 
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8.2.2.1. La pompe MexAB-OprM 

 Sa surexpression mutationnelle explique la sensibilité réduite à toutes les β-lactamines 

sauf l'imipénème. La mutation provoque une inactivation ou une altération des gènes 

répresseurs mexR, nalC ou nalD (fig.4). Les mutants surproducteurs de MexAB-OprM 

présentent près de 50% des isolats présentant une sensibilité réduite à la ticarcilline (Li et 

al., 2015) les mutations du nalB dans le locus du mexR entraîne une élévation de la CMI 

des pénicillines, céphalospirines, quinolones, tétracyclines et le chloramphénicol. La 

surexpression de MexXY ou MexCD-OprJ peut aussi conférer une résistance au cefepime 

(Mulet et al., 2011)  

 

Figure.4. Système de régulation de MexAB-OprM. (Lister, 2009). 

Toutefois la surexpression de la pompe d’efflux baisse la virulence chez les mutants 

surpoduisant le MexAB-OprM en entraînant une diminution de la production des 

élastases et, protéases servant de facteurs de virulence et de pyocyanine et pyoverdine 

(Evans et al., 1998; Sánchez et al., 2002). 

8.2.2.2. La pompe MexXY 

La surexpression de MexXY augmente la résistance aux aminosides, fluoroquinolones, 

macrolides, tétracyclines et céphalosporines de 2 et 16 fois (Li et al., 2015). Il existe trois 

types de mutants surproduisant MexXY le premier type présente une mutation sur mexZ 

(mutants agrZ) qui est un répresseur de la pompe (Hocquet et al., 2008), le deuxième a 

des mutations sur les protéines ribosomales (L21 et L27, mutants agrW1) qui affèctent la 
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synthèse protéique (Lau et al., 2012) et le dernier a des mutations sur parR et parS 

(mutants agrW2) (Fournier et al., 2013).  

8.2.2.3. La pompe MexCD-OprJ  

MexCD-OprJ est inductible par des agents qui causent des dommages à la membrane tels 

que les détergents ou les solvants comme La chlorhexidine et le chlorure de 

benzalkonium. (Piddock et al., 2006; Jeannot et al., 2008). La mutation dans le gène 

nfxB entraîne la surexpression de cette pompe et augmente la résistance à plusieurs 

familles d’antibiotiques : les fluoroquinolones, les céphalosporines (C4G), le 

chloramphénicol et les tétracyclines, mais semble rendre sensible aux aminoglycosides 

quelques β-lactamines (carbéniciiles, aztréoname et imipénème) (Poole et al., 1996). De 

plus, la surproduction de MexCD-OprJ induit une diminution de l’expression de MeXY-

OprM et de MexAB-OprM ainsi que leurs résistances associées (Jeannot  et al., 2008).  

8.2.2.4. La pompe MexEF-OprN  

La dernière pompe majeure est MexEF-OprN qui tout comme MexCD-OprJ n’est pas 

constitutivement exprimée (Li et al., 2003). Les mutants nfxC, portant des mutations sur 

les gènes mexS, mexT ou mvaT expriment également une surproduction de la pompe de 

MexAB-OprM, sont résistants aux β-lactamines et peuvent présenter une perte de la 

porine OprD ce qui les rendent résistants aux carbapénèmes (Vila et al., 2008 ; Llanes  et 

al., 2011). On retrouve rarement ce phénotype chez les souches cliniques et il confère aux 

mutants une résistance aux fluoroquinolones, au chloramphénicol, à la tétracycline et au 

trimétorpime alors qu’ils sont hypersensibles aux aminosides (Köhler et al., 1997).  

8.2.3. Résistance par acquisition des gènes de résistance 

Un autre mécanisme important que P. aeruginosa déploie pour éviter l'effet 

inhibiteur des antibiotiques est leur inactivation via l’acquisition des gènes de résistance 

(Breidenstein et al., 2011). Ce dernier est transmis sur des plasmides, des transposons, 

des intégrons (Walsh et al. 2005) par transfert horizontal (conjugaison et transformation) 

de gènes à partir de la même espèce bactérienne, de différentes espèces ou encore des 

prophages (transduction) (Arber, 2014). Outre la céphalosporinase chromosomique, P. 

aeruginosa peut acquérir des gènes de résistance aux aminosides et aux β-lactamines 

produisant ainsi une large gamme d’enzymes. (Yan et al., 2006; El Zowalaty et al., 

2015).  
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8.2.3.1. Les β-lactamases transférables 

8.2.3.1.1. Les β-lactamases à spectre réstreint  

P. aeruginosa peut couramment acquérir des β-lactamases plasmidiques qui sont 

les pénicillinases (PSE, TEM, SHV) de la classe A d’Ambler et des oxacillinases OXA 

(classe D d’Ambler), qui hydrolysent les carboxy-pénicillines et les uréidopénicillines, la 

ticarcilline, les associations ticarcilline-acide clavulanique, la pipéracilline-tazobactam, 

les céphalosporines à spectre étroit mais pas les céphalosporines à spectre étendu 

(Montalegre, 2016). Les oxacillinases sont courantes chez P. aeruginosa, mais très rares 

chez les entérobactéries. Inversement, les β-lactamases de classe A d’Ambler à spectre 

étroit, telles que TEM et SHV, couramment trouvées chez les entérobactéries, ne se 

trouvent que rarement chez P. aeruginosa (Weldhagen et al., 2003). Une étude française 

a révélé que seulement 10% des isolats de P. aeruginosa résistants à la ticarcilline avaient 

acquis une β-lactamase de type TEM.  

Les principales pénicillinases sont PSE-1 dite CARB-2 (enzyme spécifique de 

Pseudomonas isolées chez 90% des cas), PSE-4 (CARB-1), PSE-3 à 5, CARB-2 et 

CARB-4 (Bert et al., 2002).  Ces pénicillinases sont inactives sur la ceftazidime et les 

carbapénèmes (Mérens et al., 2012). La première detection de PSE-1 en Afrique du nord 

a été rapportée par Ktari et ses collaborateurs en Tunisie (2011).  

Les principales oxacillinases sont OXA-1, OXA-2 et OXA-10. La résistance 

exprimée par OXA-2 à la ticarcilline et à la pipéracilline est inférieure à celle générée par 

OXA-10 et OXA-1 (Mendoza et caballero, 2016). 

8.2.3.1.2.β-lactamases à spectre étendu (BLSE) 

A la différence des pénicillinases, les BLSE ont une résistance non seulement aux 

carboxy-pénicillines et aux uréidopénicillines mais aussi aux C3G et les C4G (céfépime 

et céftazidime) et à l’aztréoname et sont inhibées par l’acide clavulanique, tazobactam et 

carbapénèmes. Elles appartiennent aux classes A ou D de Ambler. La première BLSE 

décrite chez P. aeruginosa fut la PER-1 (Pseudomonas Extended Resistance) en 1991  

(Nordmann et al., 1993). Les types BLSE décrits jusqu'à présent chez P. aeruginosa 

sont; BLSE des classes VEB, PER, SHV, TEM, GES, IBC et BEL (Weldhagen et al., 

2003; Bogaerts et al., 2007). Certaines BLSE sont associées à des régions géographiques 

spécifiques, ce qui suggère que ces enzymes peuvent jouer un rôle dans des niches 

écologiques spécifiques. La fréquence de positivité des BLSE chez P. aeruginosa semble 
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augmenter (Jiang et al., 2006). On pense que les BLSE des classes PER et OXA sont des 

mutations d'enzymes de P. aeruginosa lui-même et celles des classes TEM et SHV ont 

été acquis à partir d'entérobactéries (Bradbury, 2009) . 

Les premiers isolats cliniques de Pseudomona aeruginosa à BLSE sont apparus 

vers les années 90. En plus des BLSE de type TEM et SHV présentes aussi chez d’autres 

bactéries gram-négatives, d’autres BLSE ont été identifiées comme le type PER 

(Turquie), le VEB (en Asie du Sud-Est, en France et en Bulgarie), le type GES / IBC (en 

France, en Grèce et en Afrique du Sud) et le type CTX-M. Ces six types de BLSE sont 

génétiquement différents, mais sont similaires dans leurs  profils d'hydrolyse. L'enzyme 

SHV-2a qui peut hydrolyser les C4G a été détectée pour la première fois en France (Naas 

et al., 1999). Récemment, d'autres enzymes telles que SHV-5 et SHV-12 ont été isolées 

chez P. aeruginosa, oû SHV-5 présente une résistance élevée à la ceftazidime et aux 

monobactames (Neonakis et al., 2003).  

Les gènes des BLSE de type TEM et SHV ont été transférés des entérobactéries 

où le séquençage de l'ADN chromosomique s'est avéré être identique à ceux rapportés 

dans les isolats plasmidiques d'Enterobacter arogenes, E. coli et Klebsiella pneumoniae 

(Marchandin et al., 2000). En 1991, l'enzyme PER-1 a été la première BLSE identifiée 

et caractérisée chez P. aeruginosa (Nordmann et al., 1998). Quant au type VEB, 

actuellement deux types VEB-1 et VEB-2 sont identifiés se différenciant d'un acide aminé 

en dehors du centre actif (Weldhagen et al., 2003).  

À la fin des années 1990, une nouvelle famille de BLSE a été décrite, les GES 

(Guiana Extend Spectrum) GES-1, GES-2, GES-5, GES-8 et GES-9. (Dubois et al., 

2002 ; Castanheira et al., 2004). Le GES-2 a une activité carbapénémase due à la 

formation de ponts disulfure à travers les résidus sérine. Cependant, cette activité est plus 

faible que celle des métalloenzymes de classe B (Poirel et al., 2002). De nouvelles 

variantes de GES-1 ont été identifiées : GES-5, GES-8 et GES-9 dont les différences sont 

dues aux changements des acides aminés dans leur structure. GES-5 est une enzyme 

codée par le gène blaGES-5, située dans un intégron de classe 1, la variation d'acides 

aminés est donnée par Gly242Ser. Tandis que la GES-9 est codé par le gène blaGES-9 

porté sur l’intégron de classe 1 tout comme la GES-5, elle diffère de GES-1 par la 

substitution d'acide aminé Gly243Ser. La GES-8 varie de la GES-1 par substitution 

d'Ala125Leu (Mavroidi et al., 2001 ; Poirel et al., 2005).  
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C’est en Belgique qui s’est faite la première détection de la BLSE BEL-1 chez P. 

aeruginosa, portée sur un transposon chromosomique (Bogaerts et al., 2007).   

Les BLSEs de classe D sont dites oxacillinases à spectre élargi (ES-OXA) pour 

les dinstinguer des oxacillinases à spectre restreint et des oxacillinases carbapénémases 

(Poirel et al., 2010). La plupart de ces BLSEs sont isolées en Turquie et en France (Hall 

et al., 1993; Poirel et al., 2002; Hocquet et al., 2010) et proviennent des mutations 

ponctuelles des oxacillinases à spectre restreint (OXA-14, OXA-19, OXA-28, OXA- 32, 

OXA-45…). Elles sont peu inhibées par l’acide clavulanique sauf en ce qui concerne 

OXA-18 et OXA-45 (Hocquet  et al., 2011). Les oxacillinases à large spectre n’ont été 

identifiées, pour l’instant, que chez P. aeruginosa. La majorité des BLSE de cette classe 

sont codées par des plasmides ou des intégrons ce qui a facilité leur large diffusion dans 

le bassin méditerranéen (Nordmann and Guibert 1998) sauf la BLSE OXA-18 qui est 

chromosomiquement codée (blaOXA-18) et qui fut décrite pour la première fois en France 

ensuite en Tunisie entre 1998 et 2000. Elle diffère des autres oxacillinases par sa séquence 

en acides aminés (Philippon et al., 1997 ; Kalai et al., 2007) 

Sanschagrin et al.1995 décrivent cinq groupes différents d'oxacillinases chez P. 

aeruginosa, le groupe OXA I, qui comprend OXA-5, OXA-7, OXA-10 et leurs variantes 

(OXA-11, OXA-14, OXA-16 et OXA-17) et OXA-13 et ses variantes (OXA-19 et OXA-

28) (Couture et al., 1992). Ces dernières années, l'enzyme OXA-13 et ses variantes 

(OXA-19 et OXA-28) ont été définies comme un sous-groupe lié à OXA-10 (Bert et al., 

2002). Les oxacillinases OXA-11, OXA-14 et OXA-19 affectent principalement l'activité 

de la ceftazidime, tandis que l'OXA-17 hydrolyse principalement le céfotaxime. En 

général, les variants à spectre étalé de l'OXA-10 déterminent un faible niveau de 

résistance aux céphalosporines de quatrième génération (Aubert et al., 2001). Le groupe 

OXA II comprend OXA-2, OXA-3, OXA-15 et OXA-20 avec une autre variante de 

l'OXA-2 (OXA-32) qui a été identifiée (Senda et al., 1996). Le groupe OXA III 

comprend OXA-1 et ses variantes OXA-4, OXA-30 et OXA-31.  Le groupe OXA IV est 

composé d'une seule enzyme, OXA-9, et le groupe OXA V contient la LCR-1. Hormis 

l'OXA-15 et l'OXA-32, le reste des ES-OXA sont dérivées de l’OXA-10. Toutes les 

variantes de l'OXA-10 sont connues pour avoir l'une des deux substitutions d'acides 

aminés suivantes : Ser73Asn ou Gly157Asp (Bradford et al., 2001).  
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 La transmission des gènes codant pour les BLSE joue un rôle important dans la 

propagation de la résistance aux antibiotiques. Les plasmides et les intégrons sont des 

éléments fondamentaux pour cette mission. La plupart des gènes codant pour les enzymes 

TEM et SHV (Mugnier et al., 1996) sont localisés sur des plasmides, et dans l’intégron 

de classe 1 se trouvent les gènes codant pour les bêta-lactamases de classe B, et les gènes 

codant pour les enzymes de type VEB et GES. Enfin, les gènes des transposons 

participent aussi dans la résistance par l'expression de BLSE plasmidique ou 

chromosomique (Weldhagen et al., 2003).  

8.2.3.1.3. Les carbapénèmases  

Les carbapénèmes sont une classe importante de β-lactamines anti-

pseudomonales en raison de leur stabilité vis-à-vis de la plupart des β -lactamases (El 

Gamal and Oh, 2010) et sont particulièrement utiles dans le traitement infections 

associées aux producteurs de BLSE et d'AmpC. Toutefois il existe une catégorie 

d’enzymes capables d’hydrolyser les carbapénèmes (Walsh, 2010) connues comme des 

carbapénèmases de la classe A, B (metallo- β –lactamases) et D (Poirel et al., 2010b).  

Bien que chez P. aeruginosa la perte ou à l'inactivation de la porine OprD et / ou 

la surexpression des pompes à efflux restent les mécanismes de résistance aux 

carbapénèmes par mutations chromosomiques les plus importants, l'acquisition de gènes 

codant pour  des carbapénémases (CEG) est extrêmement pertinente (Moradali et al., 

2017; Partridge et al., 2018b).  Une étude récente menée dans 14 pays européens a révélé 

que 20% des isolats de P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes étaient des producteurs 

de carbapénémase (Castanheira et al., 2014). Les carbapénémases de P. aeruginosa ne 

sont pas exprimées par le chromosome à l’exception de POM-1 de Pseudomonas otitidis 

et de PAM-1 de Pseudomonas alcaligene qui sont des métallo-β-lactamases (MBL) 

(Thaller et al., 2011; Suzuki et al., 2014).  

Les carbapénèmasess de classe A sont rares et sont divisées en cinq groupes : 

GES, IMI, KPC, NMC-A et SME (Walther-Rasmussen and Hoiby, 2007) dont seules 

les enzymes GES et KPC sont décrites à ce jour chez P. aeruginosa. Les enzymes KPC 

montrent une activité contre la plupart des β-lactamines, y compris les 

oxyiminocéphalosporines, les monobactames et les carbapénèmes. Seules KPC-2 et 

KPC-5 ont été signalées chez cette espèce, mais le nombre de P. aeruginosa à KPC est 

en augmentation (Akpaka et al., 2009). La KPC-2 est plus active contre les carbapénèmes 
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que le KPC-5 qui a une meilleure activité contre la ceftazidime (Wolter et al., 2009b). Il 

convient également de noter que la présence d'enzymes KPC dans les isolats résistants 

aux carbapénèmes est souvent associée à la perte de la porine OprD (Villegas et al., 

2007). Bien que toutes les enzymes GES soient des BLSE, trois d'entre elles montrent 

également une activité contre les carbapénèmes (GES-2, -4 et -5) (Wang et al., 2010). 

Ces carbapénèmases n’ont pas encore été rapportées dans les pays méditerranéens (Naas 

et al., 2013). 

Les carbapénèmases de classe B sont caractérisées par la présence de Zn2+ comme 

co-facteur dans leurs centres actifs ce qui leurs confère une résistance contre toutes les 

bétalactamines sauf l’aztréonam (Nordmann et al., 1998). Le clavulanate et le 

tazobactam n’inhibent pas l’acitivité de ces metallo- β -lactamases (MβL), cependant, elle 

est inhibée par des chélateurs ioniques bivalents, tels que l'EDTA (Poirel et al., 2002). 

Les principales MβL isolées chez P. aeruginosa sont IMP, VIM, SPM, AIM, FIM-1, 

NDM-1 et GIM dont la première MβL décrite chez cette espèce était IMP-1 isolée au 

Japan et codée par un plasmide d‘une taille de 36 kb et faisait partie d'un gène cassette 

situé dans un intégron IN31 de classe 1 (Gibb et al., 2002). Entre l’année 2000 et 2001, 

d'autres variantes d'IMP ont été identifiées IMP-7 au Canada et Singapour, IMP-9 en 

Chine, IMP-13 en Italie, et en 2002, IMP-15 en Espagne (Gilarranz et al., 2013) IMP-

16 au Brésil et la plus récente l'IMP -18 aux états-unis (Llanes et al., 2004; Hanson et 

al., 2006; Parkins et al., 2007). Les MBLs de type IMP rapportées dans les pays 

méditerranéens sont IMP-13, IMP-1, IMP-18 et IMP-15. 

Pour le type VIM, la VIM-1 a été identifiée en 1997 en Italie (Lauretti et al., 

1999). Du point de vue génomique, la VIM-1 fait partie de l’intégron classe 1 qui 

rassemble les gènes codant pour le VIM-1 et la résistance aux aminoglycosides (Riccio 

et al., 2001). La VIM-2 a été détectée en France chez un patient atteint de neutropénie 

(Poirel et al., 2000). Le VIM-2 présente une corrélation de 90% d'acides aminés 

identiques à ceux de la VIM-1. Mais la VIM-3 diffère de la VIM-2 par substitutions 

d'acides aminés et elle est d’origine chromosomique (Yan et al., 2001). Successivement, 

d’autres variantes du type VIM ont été identifiées dans les différentes parties du monde 

(VIM-4, VIM-5, VIM-7, VIM-8, VIM-11, VIM-13, VIM-16, VIM-17, VIM-20 et VIM-

38) (Pournaras et al., 2002 ; Schneider et al., 2008).. Les enzymes VIM-2 et VIM-4 ont 

été décrites en Algérie (Sefraoui et al., 2014 ; Mellouk et al.,  2017). 
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La première détection de la MβL SPM-1 était en 2002 au Brésil ou elle 

représentait 35% des isolats cliniques de P. aeruginosa ; la SPM-1 présente plus d’affinité 

vis-à-vis aux carbapénèmes et aux céphalosporines qu'aux pénicillines (Poirel et al., 

2004).  

La GIM-1 a été isolé pour la première fois en Allemagne sur un plasmide de 22 

kb, cette enzyme hydrolyse l'aztréonam et les inhibiteurs de bêta-lactamasas, 

l'amoxicilline, la ticarcilline, la céphalothine, l'imipénem, la ceftazidime et le céfotaxime 

(Castanheira et al., 2004).  

La première détection des MBL de type FIM-1 a été rapportée en 2007 en Italie 

(Pollini et al., 2013) et celle du type NDM-1 l’a été en Serbie. La diffusion de la NDM-1 

était associée aux voyageurs de la région des Balkons et la Bosnie-Herzégovine en Europe 

(Jovcic et al., 2011) ou la première souche à NDM-1 isolée en France était chez un patient 

précédemment hospitalisé en Serbie (Janvier et al., 2013). 

8.2.4. Altération de la porine OprD 

Chez P. aeruginosa, et contrairement aux autres molécules β-lactamiques, les 

carbapénèmes n’utilisent pas la porine majoritaire OprF pour pénétrer dans la bactérie, 

mais plutôt la porine OprD. La porine OprD est une protéine de 45–∼49 kDa. La « perte 

» de la porine OprD par mutations est un événement fréquent chez les souches cliniques 

avec une augmentation de 4 à 16 fois de la résistance à l’ensemble des carbapénèmes sans 

affecter les CMI des autres ß-lactamines. (Sakyo et al., 2006). 

L’inactivation mutationnelle du gène oprD résulte de l’insertion ou la délétion 

d'un seul nucléotide ou la présence d'un codon stop prématuré (Gutiérrez et al., 2007). 

D'autre part, différents auteurs ont décrit la présence de séquences d'insertion (IS) 

interrompant la séquence nucléotidique, de la protéine ou du promoteur, apportant ainsi 

une résistance aux carbapénèmes. (Ruiz-Martínez et al., 2011a; Diene et al., 2013).   

Généralement, la résistance aux carbapénèmes issue de la perte de la porine OprD 

nécessite la présence d'AmpC inductible ou déréprimée de manière stable (Livermore, 

1992).  

8.2.5. Modification des PLPs 

La mutation ponctuelle ou la disparition de PLP entraînant une résistance aux β-

lactamines est très répandue chez les bactéries à Gram positif comme Streptococcus 
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pneumoniae et Staphylococcus aureus mais chez P. aeruginosa ce phénomène reste 

relativement rare (Ghuysen, 1998). Ce mécanisme se caractérise par une haute résistance 

aux carboxy et uréido-pénicillines. (Bellido et al., 1990).  

8.2.6. Enzymes-modifiant les aminosides (AMEs) 

Les aminosides sont des inhibiteurs de la synthèse protéique microbienne et 

agissent en se liant à la sous-unité ribosomale bactérienne 30S et interfèrent avec 

l'initiation de la synthèse protéique (Pachori et al., 2019). Le principal mécanisme de 

résistance aux aminoglycosides dans les souches cliniques est les enzymes modifiant les 

aminoglycosides. Ces enzymes sont codées par des plasmides et se caractérisent par la 

fixation d'un radical phosphate, adényle ou acétyle sur la molécule antibiotique ce qui 

diminue l’affinité de liaison de l’antibiotique à la sous-unité ribosomale 30S de la cellule 

bactérienne (Llano-Sotelo et al., 2002).  

Ces enzymes  sont classées selon la réaction qu’elles catalysent : en trois familles: 

aminosides-o-phosphotransférases (APH) qui utilisent l’ATP comme susbtrat pour la 

phosphorylation, les aminosides adénylyl transférases (également connues sous le nom 

de aminosides-o-nucléotidyl transférases) (AAD ou ANT) qui utilisent l'AMP pour 

nucléotidylation d’un groupement hydroxyle  et les aminosides-N-amino-acétyl 

transférases (AAC) qui utilise l'acétylCoA comme substrat pour acétylation du 

groupement aminé (Miller et al., 1997). Chaque famille d'enzymes est divisée en classes, 

selon le site de modification, qui est indiqué entre parenthèses, elles sont ensuite 

subdivisées en types d'enzymes (décrits en chiffres romains) qui correspond les 

phénotypes de résistance. Les enzymes de la même classe et type avec le même 

phénotype, mais codées par des gènes différents sont désignés par une lettre minuscule. 

(Vakulenko et al., 2003).  

Pseudomona aeruginosa exprime le plus souvent les enzymes : ACC (6´)-II qui 

lui confère une résistance à la gentamicine, à la tobramycine et à la nétilmicine, ACC 

(6´)-I avec une résistance à la tobramycine, nétilmicine et amikacine, AAC (6’)-Ib 

détermine la résistance à la tobramycine et à l’amikacine. De plus, ACC(3´)-II qui 

détermine la résistance à la gentamicine, à la tobramycine et à la nétilmicine,  AAC(3´)-I 

donnant une résistance à la gentamicine, et ANT(2´)-I qui désactive la gentamicine et la 

tobramycine. Et moins fréquemment APH (3´)-II avec un profil de résistance à la 

Kanamycine, néomycine, butyrosine, paromomycine et à la ribostamycine (Pachori et 

https://www.reverso.net/translationresults.aspx?lang=EN&sourcetext=y%20la%20ANT(2%C2%B4)-I%20que%20es%20resistente%20a%20gentamicina%20y%20tobramicina.(98)%20Y%20con%20menor%20frecuencia%20la.%20aminogluc%C3%B3sido%20fosforiltranferasa%20APH%20(3%C2%B4)-II%20con%20patr%C3%B3n%20de%20resistencia%20para.%20Kanamicina,%20neomicina,%20butirosina,%20paromomicina,%20ribostamicina&action_form=translate&direction_translation=spa-fra-7
https://www.reverso.net/translationresults.aspx?lang=EN&sourcetext=y%20la%20ANT(2%C2%B4)-I%20que%20es%20resistente%20a%20gentamicina%20y%20tobramicina.(98)%20Y%20con%20menor%20frecuencia%20la.%20aminogluc%C3%B3sido%20fosforiltranferasa%20APH%20(3%C2%B4)-II%20con%20patr%C3%B3n%20de%20resistencia%20para.%20Kanamicina,%20neomicina,%20butirosina,%20paromomicina,%20ribostamicina&action_form=translate&direction_translation=spa-fra-7
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al., 2019). L’expression simultanée de toutes ces enzymes chez la même souche se traduit 

par une résistance à tous les aminosides disponibles (tobramycine, amikacine, nétilmicine 

et gentamicine).  Les enzymes ANT (2’’)-1, AAC(3)-I et AAC (6’)-Ib sont les plus 

répandues parmi les isolats cliniques de P. aeruginosa. (Poole, 2005). 

L’enzyme AAC (6’)-Ib (variante de AAC (6’)-I) initialement détectée chez les 

entérobactéries, confère chez P. aeruginosa  une sensibilité réduite aux quinolones 

(Libisch et al., 2008). Les souches de P. aeruginosa résistantes aux aminosides isolées 

dans des pays européens portent principalement le gène aac(6’)-II  et le gène ant(2’’)-I 

(Miller et al., 1997) et celles isolées en Algérie ont les gènes aac(3’)-II, aadA1 et aadA13 

associés au gène blaVIM-2 (Sefraoui et al., 2014) et les gènes aadB et aacA4 associés au 

gène blaVIM-2 identifiés au sein d’intégrons de classe 1(Touati et al., 2013)  

8.2.7. Méthylation ribosomale  

Un autre mécanisme de résistance aux aminosides est la capacité de modifier non 

pas l’aminoside mais la structure ribosomale de la cellule bactérienne sur lequel il se fixe, 

l’ARN 16S, la méthylation de la sous-unité 16S par les méthylases (Trigueros, 2015). 

Ce mécanisme de résistance a été observé pour la première fois chez les actinomycètes 

de manière intrinsèque en tant que mécanisme de protection ribosomique par méthylation 

de nucléotides spécifiques dans l'ARNr 16s, car ils sont producteurs d'aminosides 

(Yokoyama et al., 2003). La production des méthylases chez des isolats cliniques de P. 

aeruginosa et a été rapportée au Japon en 2003 pour le RmtA (Resistance methylase 

transferase) et au Brésil en 2007 pour le RmtD (Doi and Arakawa, 2007). Ces enzymes 

confèrent une résistance de haut niveau à la gentamicine, à la tobramycine et à 

l'amikacine, mais pas à la néomycine, à la paromomycine ou à la streptomycine. Cinq 

types de méthylases ont été identifiés à ce jour chez Pseudomonas aeruginosa : RmtA, 

RmtB, RmtC, RMTD et ArmA, portées par le transposon Tn4051 (Mendoza and 

Caballero, 2016) et les gènes rmtA et rmtB mais aussi rmtD codant pour ces méthylases 

ont été mis en évidence et ils sont parfois accompagnés d’autres gènes codant pour des 

bêta-lactamases rendant les souches insensibles à presque tous les aminosides et toutes 

les β-lactamines. Ces enzymes représentent donc un risque épidémiologique majeur qui 

doit inciter à la vigilance. (Doi et al., 2007). Elles sont peu répandues chez P. aeruginosa 

mais de plus en plus souvent décrites chez les entérobactéries telles que Klebsiella 

pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Serratia marcescens, Enterobacter 
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cloacae, Salmonella enterica, Citrobacter freundii, Shigella flexneri et chez 

Acinetobacter sp. dans plusieurs pays y compris la France (Bogaerts et al., 2007).  

8.2.8. Résistance aux fluoroquinolones  

Les quinolones exercent une inhibition de la synthèse de l’ADN bactérien en 

agissant sur deux enzymes : l’ADN topoisomérase de type II ou ADN gyrase et l’ADN 

topoisomérase de type IV. P. aeruginosa est sensible naturellement aux quinolones dites 

urinaires, systémiques et respiratoires, seul l’acide nalidixique est inactif par 

imperméabilité (Montalegre, 2016). Ces deux enzymes peuvent devenir insensibles à 

l’action de ces antibiotiques lors des mutations par substitution d’acides aminés dans les 

régions où se fixent les antibiotiques (Quinolone Resistance Determining Regions).  La 

résistance aux fluoroquinolones par mutation est une cause majeure de résistance chez les 

isolats cliniquement importants de P. aeruginosa. Une augmentation signifivative de la 

CMI de toutes les fluoroquinolones résulte des altérations de la sous-unité GyrA de 

l’ADN gyrase ainsi les altérations de la sous-unité ParC de la topoisomérase IV 

contribuent à amplifier la résistance jusqu’à des niveaux très élevés avec une CMI ≥ 32 

μg/mL de la ciprofloxacine (Lee et al., 2005). 

  Les premières mutations ont été identifiées au niveau du gyrA conférant une 

résistance à la ciprofloxacine chez P. aeruginosa (Garrabé et al., 1998). Des études 

ultérieures ont montré que les variantes de séquence dans lesquelles la thréonine en 

position 83 dans le gène GyrA est remplacé par  l’isoleucine et la sérine en position 87 

est remplacée par une leucine dans le gène  ParC qui  sont les altérations les plus 

fréquentes associées à la résistance à la ciprofloxacine chez  les isolats des patients atteints 

de mucoviscidose (Mazzariol et al., 2008). La deuxième variante la plus fréquente de 

GyrA est en position 87, des résidus d'asparagine, de tyrosine ou de glycine étant présents 

à la place de l'aspartate. Les variantes GyrA et ParC se produisent plus fréquemment que 

les variantes GyrB et ParE. (Rehman et al., 2019) 

La résistance aux quinolones à médiation plasmidique a été identifiée pour la 

première fois dans un isolat clinique de Klebsiella pneumoniae avec le gène qnr qui code 

pour la protéine Qnr qui se lie à l'ADN gyrase et à la topoisomérase IV et les protège de 

l'inhibition par les fluoroquinolones. Ce plasmide a été identifié dans un isolat 

environnemental de P. putida. A ce jour, aucune preuve de la présence de qnr à médiation 

plasmidique n'a été trouvée chez P. aeruginosa (Subedi et al., 2018). 
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  Aux États-Unis, le taux de résistance à la ciprofloxacine des isolats cliniques de 

P. aeruginosa est supérieur à 20% (Jacoby et al., 2005). En Inde, 31% de souches 

résistantes à la ciprofloxacine sont d’origine occulaire (Smitha et al., 2005). 

8.2.9. Réssitance à la colistine  

La prévalence de la résistance à la polymyxine (polymyxine B et colistine) est encore très 

faible (<5%) dans les isolats de P. aeruginosa. Cette résistance est le résultat de la 

modification du LPS par l'ajout d'un groupement 4-amino-4-désoxy-l-arabinose dans la 

structure lipidique A (Olaitan et al., 2014) issu de l’activation de l'opéron arnBCADTEF 

par des mutations dans les systèmes à deux composants pmrA / pmrB ou phoP / phoQ 

(Barrow and Kwon, 2009). Des études plus récentes ont également révélé que des 

mutations au sein du système de régulation à deux composants ParRS, peuvent activer 

l'opéron arnBCADTEF et conférer une résistance à la colistine. Ce système, associé à une 

surexpression de MexXY, MexEF et une répression d'OprD, conduit à un profil BHR 

(Muller et al., 2011). Enfin, il a également été démontré que deux régulateurs 

supplémentaires à deux composants, ColRS et CprRS, jouent un rôle dans la résistance à 

la colistine (Gutu et al., 2013). De plus, de récents tests moléculaires par WGS ont révélé 

l'implication de mutations supplémentaires dans la résistance à la colistine en particulier 

celles qui surviennent dans la LptD (OMP essentielle impliquée dans le transport du LPS), 

la LpxC (UDP-3-O- hydroxymyristoyl -N-acétylglucosamine désacétylase impliquée 

dans la biosynthèse des lipides A) ou MigA (α-1,6-rhamnosyltransférase) impliquée dans 

la synthèse de la région centrale du LPS (Lopez-Causapé et al. 2018).  

9. Biofilm 

Le biofilm est définie comme un mode de vie multicellulaire dans lequel les 

cellules bactériennes produisent une matrice exocellulaire, composée de polysaccharides, 

de protéines et d’ADN extracellulaire qui les enveloppe et sont attachées irréversiblement 

à une surface biotique ou abiotique (Donlan and Costerton, 2002). 

Les cellules bactériennes encastrées dans un biofilm peuvent échapper aux 

réponses immunitaires de l'hôte et résister aux traitements antimicrobiens jusqu'à 1000 

fois plus que leurs homologues planctoniques (Lewis et al., 2001). P. aeruginosa est une 

bactérie modèle pour l’étude de la formation de biofilm (Crespo et al., 2018). Chez cette 

bactérie, le biofilm est une arme essentielle pour survivre et dominer dans des 

environnements polymicrobiens comme dans la mucoviscidose. P. aeruginosa colonise 
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également efficacement une variété de surfaces, y compris les matériaux médicaux 

(cathéters urinaires, implants, lentilles de contact, etc.…) et les équipements de l'industrie 

alimentaire (cuves de mélange, cuves et tubes) (Coughlan et al., 2016). 

9.1. Composition et organisation de biofilm chez Pseudomonas aeruginosa 

La matrice de biofilm de P. aeruginosa englobe principalement les 

polysaccharides, l'ADN extracellulaire (ADNe), les protéines et les lipides (Ghafoor  et 

al., 2011). Elle représente plus de 90% de la biomasse du biofilm et agit comme un 

échafaudage pour l'adhésion aux surfaces biotiques et abiotiques et comme un abri pour 

les bactéries contre les conditions environnementales difficiles (antibiotiques et réponses 

immunitaires de l'hôte). Elle fournit également des nutriments, des enzymes et des 

protéines cytosoliques essentiels pour les cellules de biofilm. Elle facilite aussi la 

communication intercellulaire (Strempel et al., 2013). 

Les trois exopolysaccharides (Psl, Pel et alginate) sont extrêmement impliqués 

dans la fixation sur une surface, la formation et la stabilité de l'architecture du biofilm 

(Billings et al., 2013). Leur production aboutit à l'inhibition des éléments nécessaires à la 

mobilité et ils permettent la structuration et le maintien du biofilm, les interactions entre 

leurs chaines carbonées ou avec d'autres molécules conduisent à la création d'un réseau 

complexe structurant la matrice (Flemming, 2001) 

Le Psl (Polysaccharide synthesis locus: opéron de 15 gènes) est un 

pentasaccharide neutre comprenant typiquement des fractions de mannose et de de 

rhamnose, de xylose et de N-acetylglucosamine (Posseareu, 2015). Cet 

exopolysaccharide est nécessaire à l'adhésion des cellules sessiles aux surfaces et aux 

interactions entre cellules lors de l'initiation du biofilm des souches non mucoïdes et 

mucoïdes (Jones and Wozniak, 2017). Dans un biofilm mature, le Psl est situé dans la 

périphérie des macrocolonies en forme de champignon où il aide à maintenir la stabilité 

structurelle. L’augmentation de l’expression de Psl est liée à l’induction des agrégats 

cellulaires dans une culture liquide observée dans les expectorations des patients atteints 

de mucoviscidose (Staudinger et al., 2014). Il fonctionne comme une molécule de 

signalisation pour favoriser la production de c-di-GMP dont le niveau, s'il est élevé, se 

traduit par des biofilms plus épais et plus robustes (Irie et al., 2012). De plus, le Psl 

protège les bactéries du biofilm des antimicrobiens et de la phagocytose des neutrophiles 
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ce qui en fait une défense efficace pour obtenir une infection persistante (Mishra et al., 

2012) 

Le Pel (Pellicle locus) est un polymère de polysaccharide cationique de N-acétyl-

d-glucosamine et de N-acétyl-d-galactosamine partiellement désacétylées. C’est un 

composant essentiel de la matrice chez les souches non mucoïdes, impliqué dans 

l'initiation de la fixation sur les surfaces et dans le maintien de l'intégrité et la compacité 

du biofilm et confère une résistance aux aminosides pour les cellules incluses dans le 

biofilm (Jennings et al., 2015). Il est responsable du biofilm pelliculaire qui se forme à 

l'interface air-liquide d'un bouillon de culture statique. Il intervient dans les interactions 

entre les cellules en fournissant un échafaudage pour la communauté dans les premiers 

stades de la formation du biofilm.  En outre, il a été démontré que les biofilms contenant 

du Pel sont résistants à la colistine et moins susceptibles d'être tués par des neutrophiles 

humaines HL-60. La synthèse des Psl et le Pel est spécifique à la souche et peut être 

commutée en réponse aux conditions environnantes (Colvin et al., 2011) 

L'alginate est le premier exopolysaccharide à avoir été identifié chez P. 

aeruginosa, caractérisé en 1973 par Evans et Linker principalement produit dans le 

biofilm des souches mucoïdes en raison d'une mutation de l'allèle mucA22. Les 

phénotypes mucoïdes présentent 85 % des souches de P. aeruginosa d’origine clinique et 

environ 1 % des souches d’origine environnementale. Chez les souches cliniques, ce 

phénotype se trouve principalement dans les isolats de mucoviscidose, ce qui signifie la 

conversion d'une infection aiguë à une infection chronique (Ciofu et al., 2015) . L'alginate 

est un polymère acétylé chargé négativement constitué d'acide mannuronique et de 

résidus d'acide guluronique. Un large éventail de fonctions importantes a été attribué à 

l'alginate, y compris la maturation du biofilm, la protection contre la phagocytose et 

l'opsonisation, l’adhérence des bactéries aux cellules épithéliales et aux mucines et la 

diminution de la diffusion des antibiotiques à travers le biofilm (Tseng et al., 2013). La 

surproduction d'alginate pourrait fournir une résistance aux antibiotiques, mais également 

à la capacité d’éliminer les radicaux libres libérés des neutrophiles (Ouchar et al., 2013). 

Les proportions de l'acide mannuronique et l'acide guluronique influencent les propriétés 

viscoélastiques des biofilms qui conduisent à une altération de la clairance de la toux dans 

les poumons des patients atteints de mucoviscidose infectés par P. aeruginosa (Gloag  et 

al., 2018)  



Synthèse bibliographique 

29 
  

La surproduction d’alginate joue un rôle dans l’adhérence cellulaire au sein du 

poumon des patients atteints de mucoviscidose et joue également un rôle dans la 

résistance à la défense de l’hôte en réduisant la sensibilité à la phagocytose (Pier et al., 

2001) et également dans  la résistance aux antibiotiques. Les patients infectés par des 

souches non mucoïdes de P. aeruginosa, ont une fonction pulmonaire significativement 

meilleure au fil du temps par rapport à ceux infectés par des souches mucoïdes (Parad et 

al., 1999). La tendance de P. aeruginosa à passer à un phénotype mucoïde est l’une des 

caractéristiques les plus frappantes et cliniquement pertinentes de l’infection par cette 

bactérie. De plus, le poly-M partage avec le LPS la capacité de stimuler la production de 

cytokines chez les monocytes humains, d’une manière dépendante du CD-14 (Otterlei et 

al., 1993). L’alginate confère aux cellules bactériennes la capacité de piéger les radicaux 

libres libérés par les macrophages, fournissant ainsi une barrière physique qui altère la 

phagocytose et inhibant la chimiotaxie des neutrophiles et l'activation du complément. 

De plus, l'alginate semble être important pour la formation des biofilms de P. aeruginosa. 

(Ramsey et al., 2005). 

La lyse cellulaire libère de l'ADN dans l'environnement, et cet ADN 

extracellulaire (ADNe) est l'un des constituants cruciaux des biofilms. La lyse cellulaire 

peut être causée par un stress environnemental tel que le traitement antimicrobien et cela 

peut se produire à la fois dans le développement précoce des biofilms et dans la phase 

planctonique où les bactéries en forme de bâtonnet se transforment rapidement en cellules 

rondes suivies d'une lyse (Chiang  et al., 2013). L'ADNe est impliqué dans divers 

processus: comme source de nutriments pour les bactéries du biofilm (source de 

phosphore, de carbone et/ou d’azote); soutenir l'organisation et l'alignement cellulaires 

via la motilité de contraction; comme chélateur de cations qui interagit avec les cations 

divalents (Mg2 + et Ca2+) sur la membrane externe et active ensuite le système de sécrétion 

de type VI qui permet la dissémination les facteurs de virulence chez l'hôte et influe le 

processus inflammatoire activé par les neutrophiles; le dépôt d'ADNe provoque une 

acidification de l'environnement du biofilm et des sites d'infection, limitant la pénétration 

d'agents antimicrobiens (Bass et al., 2010). 

De nombreuses protéines sont impliquées dans la formation de la matrice du 

biofilm (Latasa et al., 2006). La famille de protéines la plus représentée regroupait les 

protéines impliquées dans le transport d’acides aminés et dans le métabolisme. Au cours 

des premières phases de développement (de 12 h à 48 h), la majorité des protéines 



Synthèse bibliographique 

30 
  

présentaient une augmentation de leur abondance. A l’inverse, entre 48 h et 96 h de 

développement, les protéines sont moins abondantes (Landry et al., 2013). 

Le biofilm de P. aeruginosa comprend de nombreuses adhésines. Ces dernières 

sont distinguées selon leur structure en deux familles. Les adhésines dites fimbriales 

regroupent les adhésines portées par le flagelle, les pili de la voie CU (Chaperone-Usher) 

et les pili de type IV impliquées dans l’adhésion aux surfaces biotiques et abiotiques. Les 

adhésines dites nonfimbriales correspondent à des protéines mono ou oligomériques qui 

ne sont pas assemblées sous forme de fibrilles mais sécrétées par la bactérie et qui sont 

également impliquées dans l’adhésion (Gerlach and Hensel, 2007). 

Les rhamnolipides jouent un rôle primordial dans la formation et le maintien des 

structures dites «champignons » caractéristiques d’un biofilm mature (Pamp and Tolker-

Nielsen, 2007). Il confère des propriétés tensioactives telles que la réduction des tensions 

de surface (Chrzanowski et al., 2012). 

9.2. Cycle de développement de biofilm chez P. aeruginosa 

P. aeruginosa se développe lentement sous forme d'agrégats cellulaires non 

attachés dans des conditions hypoxiques et anoxiques observées dans les voies 

respiratoires de la mucoviscidose et les plaies chroniques (Sønderholm et al., 2017). 

Généralement, les biofilms de P. aeruginosa peuvent être développés sur des surfaces 

abiotiques, telles que des implants médicaux ou des équipements industriels. Le 

développement du biofilm est divisé en cinq étapes distinctes (fig.5).  
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Figure.5.Cycle de formation de biofilm chez P. aeruginosa (Olivares et al., 

2019). 

Etape I : adhésion réversible 

Les cellules bactériennes adhèrent par le biais de flagelle et des pili de type IV. Le 

mouvement flagellaire a été impliqué dans la motilité de type twitching et de la 

biosynthèse des exopolysaccharides nécessaires à l'association de surface (Hickman  and 

Harwood , 2008). Cette adhérence est réversible. Une étude protéomique sur le type 

sauvage de P. aeruginosa (PAO1) indique que les réponses bactériennes et la formation 

de biofilm sont spécifiques à la surface sur laquelle les cellules vont être fixées où des 

protéines spécifiques sont produites avec des quantités bien déterminées (Guilbaud et 

al., 2017) 

Etape II : attachement irréversible  

Dans cette phase, les cellules s’attachent d’une façon irréversible.  

Etape III : prolifération 

Les bactéries attachées se propagent en microcolonies. Après un attachement 

irréversible, des microcolonies se forment en augmentant la communication par quorum 

sensing (Boyle et al., 2013) en réponse aux changements de densité cellulaire ou aux 

stress environnementaux. Le quorum sensing implique la production, la sécrétion et 



Synthèse bibliographique 

32 
  

l'accumulation de molécules de signalisation appelées autoinducteurs (AI) dont la 

spécificité et la concentration sont détectées par des régulateurs transcriptionnels 

(Mukherjee et al., 2019). Ces molécules sont appelées acyl homosérine lactones (AHL). 

P. aeruginosa possède deux systèmes AHL : las et rhl. Chaque système possède sa propre 

AHL synthase (LasI et RhlI) et son propre régulateur transcriptionnel (LasR et RhlR) (de 

Kievit, 2009). 

Etape IV : maturation  

Ces microcolonies se développent davantage pour devenir des structures 

tridimensionnelles en forme de champignon, une caractéristique de la maturation du 

biofilm. Il a été montré que les gènes impliqués dans la progression de la maturation et 

de la persistance du biofilm chez P. aeruginosa sont positivement régulés par le quorum 

sensing (Moradali et al., 2017).  

Etape V : détachement 

Au centre de la microcolonie, la cavité de la matrice est perturbée par l’autolyse cellulaire 

suivie du passage du mode de croissance sessile au mode planctonique pour coloniser 

d’autres surfaces et permettre d’entamer un nouveau cycle de biofilm (Rasamiravaka et 

al., 2015) 

Il a été récemment démontré que l'endonucléase EndA est nécessaire pour la dispersion 

du biofilm existant via la dégradation de l'ADNe (Cherny  et al., 2019). Les cellules du 

biofilm sont physiologiquement différentes de leurs homologues planctoniques et plus 

résistantes aux traitements antimicrobiens. Les cellules dispersées, contrairement aux 

cellules planctoniques et sessiles, possèdent une physiologie distincte et représentent le 

passage des infections chroniques en infections aiguës. Ces cellules prennent 2 h de temps 

pour passer en forme planctonique ce qui est une phase de latence avec une diminution 

des niveaux de pyoverdine et de c-di-GMP intracellulaire (Chua  et al., 2015). Une 

régulation des gènes codant pour la virulence et une répression des gènes d'absorption du 

fer ont été observées dans la population dispersée ce qui les rend hautement cytotoxiques 

pour les macrophages, plus sensibles à la déplétion en fer et très virulentes pour les hôtes 

nématodes par rapport aux cellules planctoniques (Li et al., 2014).  
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9.3. Biofilm et résistance aux antibiotiques 

Les conditions de vie en mode biofilm (hétérogénéité, accès aux nutriments, oxygène, 

etc.…) et le transfert horizontale de gènes de résistance entre les bactéries au sein de ce 

biofilm rend les cellules de ce dernier plus résistantes aux agents antimicrobiens et aux 

désinfectants par comparaison à leurs homologues planctoniques (Roux and Ghigo, 

2006). Par conséquent, les concentrations d’ATB utilisées sont 10 à 100 fois plus élevées 

que celles utilisées pour inhiber les mêmes bactéries à l’état planctonique. Ces 

concentrations ne permettent pas l’élimination complète ce qui provoque de nombreux 

problèmes en milieu médicale (Auger, 2012). 

La résistance aux antibiotiques s'est considérablement accentuée et élargie au 

cours des dernières décennies et il a été identifiée comme l'une des plus grandes crises 

sanitaires mondiales à l'heure actuelle (Shriram et al., 2018). Les options thérapeutiques 

actuelles pour les infections courantes sont nettement limitées en raison de l'émergence 

d'agents pathogènes multirésistants (MDR) dans la communauté et aux hôpitaux. Le rôle 

des différentes huiles essentielles (HE) dans l'exposition de propriétés antimicrobiennes  

été largement élucidé (Leong et al., 2021).   

10.Les huiles essentielles  

10.1. Définition  

Les huiles essentielles (HE) sont des mélanges naturels complexes de métabolites 

secondaires odorants volatils, de consistance huileuse, très concentrées, offrant une forte 

concentration en principes actifs, Elle concentre l’essence de la plante, autrement dit son 

parfum (Lardry, 2007). Elles sont particulièrement abondantes chez certaines familles 

comme les Conifères, les Rutacées, les Ombellifères, les Myrtacées, les Lamiacées, les 

Poacées (Lamendin, 2004). Elles sont obtenues à partir de différents organes végétaux 

producteurs, en fonction de la zone productrice du végétal : les sommités fleuries 

(lavande, menthe...), les graines (Muscade), dans les écorces (cannelles), les fruits 

(citron), dans les racines ou rhizomes (vétiver, gingembre), le bois (camphrier), et sont 

contenues dans des structures spécialisées à savoir : les canaux sécréteurs, les poches et 

les poils (Couic-Marinier, 2013) 
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10.2. Propriétés physiques 

Elles sont liquides à température ambiante et volatiles, ce qui les différencie des 

huiles fixes. Solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont liposolubles. Leur 

densité est en général inferieure à celle de l’eau et varie de 0,75 à 0,99. Rarement qu’elles 

sont que colorées. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévie la lumière 

polarisée. Elles sont très altérables, sensibles à l’oxydation, elles sont donc de 

conservation limitée (Bruneton, 2009) 

10.3. Activité antimicrobienne des huiles essentielles 

Les qualités microbiologiques des plantes aromatiques et médicinales sont 

connues. Leur spectre d’action est très étendu, car elles agissent contre un large éventail 

de bactéries, y compris celles qui développement des résistances aux antibiotiques. Cette 

activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle à l’autre et d’une souche 

bactérienne à l’autre (Avlessi, 2012).  

Elles peuvent être bactéricides ou bactériostatiques. Leur activité antimicrobienne est 

principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de 

leurs composés volatils majeurs (Oussou, 2009). Les huiles essentielles agissent aussi 

bien sur les bactéries à Gram positif que les bactéries à Gram négatif (Burt, 2004). 

10.4. Citrus limon 

Le citron est une plante médicinale importante de la famille des Rutacées, avec 

une teneur en différents composés phytochimiques, notamment des huiles essentielles, 

des alcaloïdes, des flavonoïdes, de l'ouramine, des psoralènes et des caroténoïdes. Cette 

plante a plusieurs activités notamment anticancéreuse, antibactérienne, antifongique, 

anthelminthiques, insectifuges, antioxydants, cardiovasculaires, anti-inflammatoires, 

antivirale et antidiabétique (Henderson et al., 2018) ;  aussi que dans les soins de la peau, 

le traitement des hémorroïdes, de l'ulcère gastroduodénal, des troubles respiratoires et des 

troubles urinaires (Mohanapriya et al., 2013). L'huile essentielle comprend les 

monoterpènes, les sesquiterpènes, les alcools, les aldéhydes, les cétones et les esters. Les 

monoterpènes avaient une activité antimicrobienne plus élevée que les hydrocarbures. La 

carvone et le limonène étaient actifs contre un large spectre d'activité antifongique et 

antimicrobienne (Vimal et al., 2013; Berk, 2016) 
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10.5. Lavandula angustifolia  

 La lavande appartient à la famille des Lamiacées. Ces arbustes sont célèbres pour 

leurs fleurs très parfumées et pour leur feuillage aromatique et persistant (Saadatian et 

al., 2013) Il a été démontré que les huiles essentielles de possèdent un large éventail de 

propriétés biologiques, analgésiques, antimutagènes, anti-inflammatoires, anxiolytiques 

et une gamme d'avantages antimicrobiens (Karadag et al., 2017 ; Woronuk et al., 2011).  

De plus, il a été démontré par de nombreuses études in vitro que les thérapies 

combinatoires incorporant l'utilisation des HE renforcent considérablement les effets 

bactéricides contre les agents pathogènes MDR (Van Vuuren et al., 2009 ; Yang et al., 

2018) 

10.6. Zingiber officinale  

Connue sous le nom de gingembre est une plante herbacée vivace à rhizome 

atteignant jusqu'à 90 cm de hauteur, trouvée en Asie tropicale. Les rhizomes sont 

aromatiques, lobés épais, blancs à brun jaunâtre, irrégulièrement ramifiés, annulaires et 

comprimés avec une surface lisse (Demin and Yingying, 2010). Elle était connue en 

Allemagne et en France au IXe siècle et en Angleterre au Xe siècle pour ses propriétés 

médicinales (Sasidharan and Nirmala, 2010). C’est une plante importante avec 

plusieurs usages ethnomédicinaux et nutritionnels. Elle est largement utilisée dans le 

monde entier comme épice, agent aromatisant, contre le rhume, les infections de la gorge 

et de la poitrine et la toux (Sharma et al., 2016). Les composés de gingembre sont actifs 

contre un type spécifique de diarrhée qui entraîne la mort des nourrissons dans les pays 

en développement. De plus, il a été constaté que le gingembre est efficace dans le 

traitement des nausées causées par le mal de mer, les nausées matinales et la 

chimiothérapie (Sebiomo et al., 2011). En outre, il a été rapporté que les huiles volatiles, 

le gingérol, le shogaol et les diarylheptanoïdes agissent comme antioxydants, anti-

inflammatoires, antilipidiques, antidiabétiques, analgésiques, antipyrétiques et 

antitumoraux (Wang et al., 2009 ; Shim et al., 2011). 

10.7. Rosmarinus officinalis L. 

Le romarin est une plante aromatique de la famille des Lamiacées originaire de la 

région méditerranéene. Aux États-Unis et en Europe, le romarin est disponible dans le 

commerce pour être utilisée comme antioxydant (Cuvelier et al., 1996), outre son 

utilisation culinaire comme epice et arôme. L'huile essentielle de romarin est dotée des 
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propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydantes et possède un certain nombre 

d'applications dans la guérison de nombreuses maladies telles que les maladies 

inflammatoires (Arranz et al., 2015). Elle est également utilisée pour traiter les les 

éruptions cutanées, les maux de tête, la dyspepsie, les problèmes de circulation, comme 

expectorant, diurétique et antispasmodique dans les coliques néphrétiques (Ulbricht et 

al., 2013). Des études ont montré l'activité antibactérienne de l'huile de romarin contre 

les bactéries gram négativves et positives (Enterobacteriacea, Aeromonas hydrophila, 

Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus cereus Brochothrix 

thermosphacta (Burt, 2004 ; Sirocchi et al., 2013). 

10.8. Eucalyptus globulus  

L'eucalyptus est un grand arbre à feuilles persistantes, originaire d'Australie et de 

Tasmanie, introduit avec succès dans le monde entier (Mubita et al., 2008). L’espèce la 

plus importante et représentée est Eucalyptus globulus qui est le principal fournisseur 

d'huiles essentielles (Bajaj, 1995). Ces huiles ont plusieurs applications anesthésiques, 

antiseptiques, expectorantes, fébrifuges, fumigantes, hémostatiques, inhalantes, contre les 

abcès, l'arthrite, l'asthme, les furoncles, la bronchite, les brûlures, le cancer, le diabète, 

diarrhée, diphtérie, dysenterie, encéphalite, entérite, érysipèle, fièvre, grippe, lèpre, 

paludisme, mammite, phtisie, rhinite, et les plaies (Bachir-Rah and Benali, 2012). De 

plus, l'huile possède un large spectre d'activité biologique, notamment antimicrobienne, 

fongicide, insecticide / insectifuge, herbicide, acaricide et nématicide (Singla et al., 

2014). 

10.9. Artemisia dracunculus L. 

L'estragon (Artemisia dracunculus L.) également connu sous le nom d'absinthe de 

dragon, de faux estragon ou de millepertuis, est une espèce d'herbe vivace de la famille 

des Astéracées. Le nom d'espèce dracunculus est associé à la forme des feuilles, qui 

rappelle la langue d'un dragon (Aglarova et al., 2008). En tant que plante médicinale 

traditionnelle, elle est utilisée pour le traitement des maux d'estomac, de la fièvre, du 

diabète et des infections parasitaires ou bactériennes. Dans une étude menée en Turquie, 

il a été montré que l'huile essentielle d'A. dracunculus a des effets antibactériens et des 

activités antifongiques (Kordali et al., 2005) 
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10.10. Artemisia herba alba 

Artemisia herba alba ou l’armoise blanche est une espèce de la famille des 

Astéracées. C’est une plante herbacée à tiges ligneuses, ramifiées et tomenteuses de 30 à 

50 cm de long. Elle st très utilisé lors d’un désordre gastrique tel que la diarrhée et les 

douleurs abdominales et en tant que remède de l’inflammation du tractus gastro-intestinal 

(Ghrabi and Sand, 2008). Plusieurs études scientifiques ont également prouvées 

l’efficacité de l’armoise blanche en tant qu’agent antidiabétique, antiparasitaire, 

antibactérien, antiviral, antioxydant, anti malarien, antipyrétique, antispasmodique et 

antihémorragique (Yin et al., 2008). 

10.11. Juniperus communis 

Juniperus communis L. ou génévrier, un gymnosperme de la famille des cupressaceae, 

est un arbuste de haute altitude entre 2000 et 2400 m. Il contient environ 2% d'huile 

volatile, des résines (environ 10%), des protéines et des acides formique, acétique et 

malique (Sati and Sativa, 2010). Le génévrier est également utilisées en médecine 

traditionnelle pour ses propriétés stomacales, diurétiques, antiseptiques et 

antirhumatismales pour traiter la dyspepsie, la cystite, l'arthrite, la goutte et d'autres 

inflammations (Sela et al., 2011). En oute, ses huiles essentielles montraient un certain 

nombre d'activités biologiques telles que : antihyperglycemique antimicrobien, 

antioxydant et anti inflammatoire (Kim et al., 2003). 
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1. Cadre d’étude 

Un  total de 227 souches qui ont été collectées des prélèvements cliniques provenant des 

patients hospitalisés dans les différents services du centre hospitalo-universitaire de Batna (une 

structure de 635 lits) et des patients à consultation externe. La période d’étude est étalée entre 

Janvier 2015 à Décembre 2016. Le travail a été réalisée dans le laboratoire de bactériologie, 

département des sciences vétérinaires, Université Batna1 (isolement, identification et 

antibiogramme), et les autres étapes de l’étude (MALDI-TOF, CMI, E-test, identification des 

gènes de résistance, MLST et PFGE) ont été réalisées au niveau de l’unité d’hygiène 

hospitaliaire, CHRU de Besançon, France aussi que dans le laboratoire de bactériologie 

clinique, Université de Barcelone, Espagne.  

 1.1. Recueil des données  

 Le recueil des informations est réalisé à partir des registres du laboratoire de bactériologie du 

CHU de Batna en exploitant les données suivantes : 

-Le nom et prénom du patient. 

-Le sexe du patient. 

-Le service d’origine. 

-La nature du prélèvement. 

1.2.Élimination des doublons   

Les souches isolées d’un même malade, au niveau du même site anatomique dont le 

profil de sensibilité est identique et /ou présente au moins une différence mineure S/I ou I/R ont 

été considérées comme doublons et donc éliminées. 

1.3. Limites de l’étude 

Aucun accès aux données concernant les dates d’admission des patients et leur durée de séjour.  

2. Identification des souches 

Après leur isolement, les souches de Pseudomonas aeruginosa ont été identifiées 

premièrement par les tests conventionnels phénotypiques à savoir leur croissance sur gélose au 

cétrimide à 42°C, la mise en évidence d’oxydase et leur profil biochimique sur galerie API 

20NE (BioMérieux, Marcy l’Etoile, France), et deuxièment confirmées par MALDI-TOF MS  
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(Matrix-Assisted Laser Desorption and Ionization Time-Of-Flight mass Spectrometry Method) 

(Microflex, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). 

2.1. MALDI-TOF MS 

La spectrométrie de masse MALDI TOF, sert à identifier les microorganismes par 

l’analyse de leurs protéines totales.  Le screening des protéines ribosomales est présenté sous 

forme de spectres constitués de différents pics. L’échantillon à analyser est déposé sur une cible 

est traité par une matrice appropriée. Après introduction de la cible dans le système, elle est 

bombardée par un laser. Les ions ainsi générés dans la chambre d’ionisation sont accélérés dans 

un champ électrique qui les dirige dans un tube de vol vers l’analyseur. Ce dernier permet de 

séparer et de classer les ions accélérés selon leur temps de vol (TOF) et de produire un spectre 

de masse. Le spectre de masse obtenu est une sorte d’empreinte digitale spécifique et unique de 

la composition en protéines du microorganisme analysé qui peut être comparé à une banque de 

données de spectres (Seng  et al., 2009; Descy et al., 2010). 

 Le typage des souches par ces spectres a été réalisé avec la combinaison de  

deux Bruker softwares, le Flex analysis (Bruker Daltonics), qui sélectionne les spectres 

correctes > 1000DA, et le Biotyper Bruker 3.0 (Bruker Daltonics) qui sert au téléchargement 

des spectres, et à la projection du spectre principale MSP (Main Spectra) pour chaque souche. 

Par la suite, les MSP dendrogrammes ont été construits en utilisant le MALDI Biotyper 3.0. Le 

MSP dendrogramme est divisé en clusters, ces derniers sont analysés selon le niveau 

de distance arbitraire. 

a.Préparation de la matrice : la matrice permet de minimiser la dégradation de 

l’échantillon provoquée par l’absorption de l’énergie des faisceaux laser incident. 

Dans un tube à Eppendorf, on dispose les éléments suivants en 

respectant la procédure suivante : 

- 2 spatules d’alpha- cyano- 4 hydrocinnamic acide 

- 500 µl d’acetonitril HPLC 

- 250 µl de TFA à 10% (acide trifluorocetique) 

- 250 µl d’eau HPLC 

- Soniquer pendant 10 minutes dans un Bain à ultrasons 

-Centrifuger 5 minutes à 13000 RPM 
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-Transférer le surnageant dans un tube à Eppendorf propre. Ainsi la matrice prête à être utilisée. 

b.Préparation des échantillons pour l’analyse spectrométrique  

- On prélève les bactéries à identifier, à partir d’une culture bactérienne de 24 heures, pour les 

déposer sous forme d’un fin frottis d’environ 5 mm2, sur les spots de la plaque métallique 

servant de cible aux tris du laser. Pour chaque souche, on fait 4 spots pour réduire le risque 

d’erreur. 

-On dépose 2µl de matrice sur chaque spot. 

- On laisse sécher sous la hotte pendant 15 minutes pour permettre sa co-cristallisation 

avec l’échantillon bactérien. 

c.Insertion de la cible et lancement du MALDI TOF 

- La cible était ensuite introduite dans l’appareillage (Microflex, Bruker Daltonics, 

Bremen, Germany) et exposée sous- vide, aux tris du laser. 

- Remplir la fiche du logiciel MALDI Biotyper Automation Control. 

- Lancer le spectromètre de masse : Microflex. 

3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques  

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques était réalisée selon les recommandations de 

la CLSI, 2011 en utilisant la méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller -Hinton (MH) à 

partir d’une suspension bactérienne ajustée à 0,5 Mac Farland. Un total de 14 antibiotiques ont 

été testés : ticarcilline, piperacilline, ticarcilline/ acide clavulanique, ceftazidime,  imipeneme, 

aztreonam, amikacine, tobramycine, gentamicine , netilmicine, ciprofloxacine, levofloxacine, 

fosfomycine et la rifampicine (annexe 2).  

Les souches bactériennes ont été classées en trois catégories cliniques : sensible (S), 

intermédiaire (I) et résistante (R) (annexe 2). 
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Figure.6.Antibiogramme.  

3.1. La recherche des métallo-béta-lactamases 

3.1.1. Test Hodge modifié  

Sur une boite de gélose MH on ensemence par écouvillonnage une suspension bactérienne 

d’E. coli ATCC 25922 (type-sauvage) à 0.5 MF diluée au 1/10ème et laisser sécher 5min. Au centre 

de la boîte on dépose un disque d’imipenème. Ensuite on ensemence en trait la souche à tester 

à partir du disque jusqu’à la périphérie de la boîte. Incuber à 35°C ±2°C pendant 16 à 24 heures 

(CLSI, 2011). 

La déformation de la zone d’inhibition à l’intersection entre une strie et la culture d’E. coli 

indique la présence d’une méthallo-β-lactamase (CLSI, 2011). 

 

Figure.7. Test Hodge modifié d’une souche produisant une méthallo-β-lactamase. 
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3.1.2. Test de synergie double disque  

On dépose deux disques d’imipenème à deux centimètres d’intervalle dans la même 

boite de gélose MH ensemencée par la souche à tester, on rajoute à l’un d’eux 4µl d’EDTA 

(soit 750µg d’une solution d’EDTA 0.5M, pH=8). Après 18 à 24 heures d’incubation à 37 °C, 

un diamètre d’inhibition autour du disque IPM–EDTA est supérieur à celui obtenu avec disque 

d’IPM seul d’au moins 6mm, la souche est considérée comme souche productrice de MßL 

(CLSI, 2011)  

3.2. Détermination de la sensibilité par concentrations minimales inhibitrices (CMI) en 

milieu liquide (colistine et méropenème) 

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont définies comme la plus faible 

concentration d’antimicrobien qui inhibe la croissance visible cependant l’utilisation de la 

technique de diffusion des disques sur gélose n’est plus recommandée en raison de la mauvaise 

diffusion de la colistine dans la gélose (Gales et al., 2001). La méthode la mieux recommandée 

par l’EUCAST et le CLSI comme seule méthode de test de sensibilité fiable et reproductible 

est la détermination de la CMI par méthode de microdilution en bouillon selon le standard ISO 

20776-1. Ils précisent d’utiliser un milieu liquide Mueller-Hinton (MH) ajusté en cations ou le 

milieu liquide ISO qui présente des caractréistiques voisines de celles du MH ajusté, de réaliser 

le test avec la colistine sulfate (et non la colistine méthanesulfonate : CMS) et d’utiliser des 

plaques de titrage en polystyrène dépourvues de prétraitement sans l’utilisation d’autres additifs 

comme les polysorbates (EUCAST, 2016).  

3.2.1. Préparation de la solution antibiotique, suspension bactérienne et inoculation de la 

microplaque 

Les essais sont réalisés sur des plaques de microdilution 96 puits. La méthode est basée 

sur la préparation de solutions de travail des antibiotiques pour un volume total de 150 µL dans 

la cupule, c’est-à-dire, 50 µL de milieu, 50 µL d’antibiotique et 50 µL de suspension 

bactérienne.  

Nous avons commencé par préparer des solutions mères d’antibiotiques à 512 mg/L et 

à partir de ces solutions mères d’antibiotiques dans l’eau, nous avons réalisés des solutions 

travail à 4X selon les CMI de référence (EUCAST, 2016). 

A partir d’une culture de 24h sur gélose au sang, on prépare une suspension bactérienne 

de 0.5McFarland et faire une dilution 1:50 dans un tube de 9.8 ml du bouillon choisi. 
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D’après la norme ISO ISO 20776-1, les plaques doivent être inoculées dans les 30 min 

de la normalisation de la suspension de l’inoculum afin de maintenir la concentration du nombre 

de cellules viables. Nous avons d’abord distribué les solutions d’antibiotiques puis les 

suspensions (EUCAST, 2016). 

-Toutes les cupules sont ensuite couvertes à l’aide d’une feuille adhésive pour éviter la 

contamination et le dessèchement et sont incubées à 37°C pendant 18-20h.  

Le contrôle de qualité était la souche de Pseudomonas aeruginiosa ATCC 27835 

3.2.2. Lecture des plaques 

Pour la lecture, il est important de vérifier le témoin de croissance positif auquel on 

comparera les autres cupules pour définir la CMI, la concentration la plus faible de 

l’antibiotique qui inhibe complètement la croissance visible. La croissance dans une cupule 

apparaît sous forme de turbidité ou d’un dépôt de cellules au fond de la cupule La CMI est alors 

définie comme la plus faible concentration d’antimicrobien qui inhibe la croissance visible 

(EUCAST, 2016). 

4. Détermination des pompes à efflux 

  La mise en évidence des pompes à efflux a été réalisée en suivant deux techniques : 

celle des bandelette E-test de méropenem en présence et en absence d’un inhibiteur des pompes 

à efflux : le PaβN (phenyl-arginine-b-naphthylamide) sur gélose Mueller-Hinton et celle de la 

CMI en milieu liquide (Mesaros et al., 2007). 

4.1. Technique E-test  

-Mélanger la solution de PaβN à 1mg/ml avec la gélose Mueller-Hinton en surfusion ;    

-Etaler à la surface d’une boite de gélose Mueller-Hinton avec un écouvillon la suspenion 

bactérienne de 0.5McFarland ; 

-Appliquer les bandelettes E-test de méropénème 

-Incuber à 37°C pendant 24h. 
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Figure.8. E-test du meropéneme en présence et en abscence du PaβN. 

Lecture : 

Une différence de CMI de l’E-test à l’ordre de 4 concentrations indique la présence d’une 

pompe à efflux. 

4.2. Technique de la CMI 

La détermination de la CMI en milieu liquide utilisée précédemment est appliquée pour 

la mise en évidence des pompes à efflux avec un volume final de 150µl (50 µL de milieu, 50 

µL d’antibiotique à 4X, 25 µL de la solution d’inhibiteur à 4X et 25 µL de suspension 

bactérienne (Mesaros et al., 2007).  

5. Multi-locus sequence typing (MLST) 

MLST est une technique de génotypage basée sur le séquençage de 7 gènes de ménage 

(housekeeping genes) importants dans le métabolisme de la bactérie, approximativement 400 à 

500 pb de chaque gène vont être séquencées (après avoir été amplifiées par PCR). Ces gènes de 

ménage sont stables dans le temps, le taux de mutation est faible et les allèles sont 

caractéristiques à chaque espèce. 

L’alignement des séquences d’un locus donné, permet de repérer les allèles différents 

entre eux, par des mutations et/ou recombinaisons pour chaque souche bactériennes. La 

combinaison des numéros correspondant aux allèles des 7 locus étudiés définit un profil 

allélique ou «Séquence Type» (ST). Pour la détermination du profil allélique, l’ordre 

d’affection des numéros aux 7 locus a été fixé arbitrairement. La numérotation des profils 
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alléliques a également été établie par ordre d’identification de ceux-ci (ST-1, ST-2, etc.) 

(Maiden  et al., 1998).  

Curran et al. (2004) et Van Mansfeld et al. (2009) ont mis au point le MLST de P. 

aeruginosa par l’analyse par les séquençages nucléotidiques des 7 gènes acsA, aroE, mutL, 

ppsA, gua À, nuoD, et trpE.  

La base des données référençant les profils alléliques déposés et les protocoles sont 

accessible en ligne (http://pubmlst.org et http://pasteur.fr/mlst/). Les amorces des sept gènes de 

ménage utilisé dans notre étude sont mentionnées dans le tableau 1. 

Tableau.1 Séquences des amorces des gènes de ménage utilisées en MLST 

Gène Amorce (5’-3’) 

acsA (Acetyl coenzyme A synthetase) 390 pb F AAGGGCGTGCTGCATACCA 

R CGGCCAGGAGTCGAGGATC 

aroE (Shikimate dehydrogenase) 495 pb F ATGTCACCGTGCCGTTCAAG 

R GCGCCAGAGGAAGAATGCC 

guaA (GMP synthase) 372 pb F ACTACGGCGTGCAATTCCAC 

R GAACGGGTGGCGGTAGACC 

mutL (DNA mismatch repair protein) 441 pb F AGCCTGGCAGGTGGAAACC 

R CTCTCCAGCACGCTCTCGG 

nuoD (NADH dehydrogenase I chain C, D) 366 pb F GGGACATGTACGGCATCACCT 

R GCGCAGGATGCTGTTCTTCA 

PpsA (Phosphoenolpyruvate synthase) 369 pb F CGGTCAAGGTAGTGGACGTCG 

R TTCTTGCGCACATCGAAACC 

TrpE (Anthralite synthetase component I) 441 pb F CGCGAGGACTATGAAAACGC 

R CGCTTGTTGATGGTTTCTT 

 

http://pasteur.fr/mlst/
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6. Etude de la relation épidémiologique entre les souches étudiées par électrophorèse en 

champ pulsé (PFGE ou ECP) 

-Principe  

L’électrophorèse en champ pulsé est une technique discriminante qui permet de distinguer des  

souches génétiquement très proches et offre une bonne reproductibilité, malgré un délai 

d’analyse relativement long. Cette méthode a prouvé son efficacité dans de nombreuses 

enquêtes épidémiologiques et a permis la comparaison de nombreux génotypes dont 

l’identification aurait été difficile par d’autres méthodes (Tuméo et al., 2008; 

Vettoretti et al., 2009). 

Le protocol suivant a été emprunté de celui de Tenover et al., (1995) avec quelques 

modifications 

J1 : Préparation de l’ADN total 

Les différentes souches de P.aeruginosa ont été cultivées sur un milieu MH gélosé pendant 18 

heures à 37°C. 

J2 : Préparation des blocs (insertion de l’ADN dans une matrice d’agarose) 

Une quantité de bactéries a été mise en suspension dans 1 ml de tampon Tris-HCL 10mM, 

NaCl 1 M, pH 7.6 (PETT 1V) à raison de 109 UFC/ml. Les cellules étaient récupérées par 

centrifugation à 12000 g pendant 10 mn puis remises en suspension dans 1.6 ml de tampon 

PETT 1V à 42°C. Cette suspension était mélangée avec un volume égal d’agarose à bas point 

de fusion (Incert agarose ; FMC BioProducts, Rockland, ME, USA), à 1% dans le tampon PETT 

1V, puis après liquéfaction la solution obtenue était coulée dans des moules Bio-Rad. Les blocs 

étaient solidifiés dans de la glace pendant 15 mn puis incubés dans un cryotube contenant 500µl 

du tampon ESP (pH 8.0) pendant 72h à 55°C pour permettre la lyse de la paroi et la 

déprotéinisation. 

J5 : Lavage des blocs 

Après la protéolyse, les inserts d’ADN génomique étaient lavés quatre fois par le tampon 

Tris-acide acétique 10 mM (TE-acétate) et incubés à chaque lavage à 42°C pendant une 

heure pour inactiver la protéinase K. 
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Un tiers du bloc est transféré dans un tube avec le tampon d’enzyme approprié à 1X. Les deux 

autres tiers de chaque bloc d’agarose étaient conservés en tampon TE-acétate à 4°C pour une 

éventuelle utilisation ultérieure.  

Parallèlement, pour permettre la comparaison des profils intra-gels et inter-gels, la 

souche de référence de Staphylococcus aureus NCTC 8325 (National Collection of Type 

Culture) a été préparée et placée dans du tampon adapté à l’enzyme de restriction SmaI et placée 

également à 4°C. 

J6 : Restriction enzymatique 

Les inserts (1/3) d’ADN génomique ont été incubés avec 40 unités de l’endonucléase 

appropriée pendant 18h, à la température optimale d’activité de l’enzyme : 

DraI (Roche Diagnostics) pour P.aeruginosa : 37°C  

SmaI (Q-BIOgene) pour Staphylococcus aureus : 25°C 

J7 : Séparation des fragments d’ADN 

Les fragments obtenus ont été séparés par électrophorèse en champ pulsé (CHEF-DRIII, 

BioRad, Richmond, USA) sous les conditions suivantes : 5.5 V/cm à 14°C, avec des impulsions 

de 20 secondes pendant 12 heures puis de 5 à 15 secondes pendant 17 heures. La souche de 

S.aureus NCTC 8325 a été incluse dans chaque gel après restriction par SmaI ; 

J8 : Révélation du gel 

Les gels d’électrophorèse ont été colorés par une solution de bromure d’ethidium à 0.5µg/ml  

durant 30 min, puis lavés à l’eau distillée pendant 2 heures, avant d’être révélés par  

transillumination aux rayons ultraviolets à 312 nm et photographiés avec le système Syngene 

GBOX-CHEMI-XRQ ;  

J9 : Comparaison des profils électrophorétiques et interprétation 

Le logiciel GelCompar version 4.1 (Applied Maths, Kortrijk, Belgique) a été utilisé pour 

établir la matrice de similitude d’ADN basée sur le calcul du coefficient de corrélation de 

Dice, qui analyse les profils deux à deux et qui correspond au rapport du nombre de fragments 

communs multiplié par deux sur le nombre total de fragments observés dans les deux profils ; 
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7. Identification des gènes de résistance par PCR simple 

7.1. Les amorces oligonucléatidiques utilisées pour la PCR 

Les réactions d’amplification des gènes de résistance aux antibiotiques sont réalisées 

avec des couples d’amorces spécifiques cités dans le tableau ci-dessous (tab.2) dans un 

thermocycler de type C10000 Thermal cycler et Veriti thermal cycler Applied Biosystems en 

présence de Taq DNA Polymerase (Go Taq Flexi) en respectant les conditions d’utilisation 

spécifiées par le fournisseur. Les amplicons sont ensuite purifiés et séquencés.   

-Pour la détection des cabapénèmases, les amorces utilisées étaient bla NDM, bla IMP et bla VIM. 

Aussi que l’amorce de l’intégron de classe1 pour analyser la séquence de l’intégron des souches 

présentant une carbapénèmase. 

-Les amorces : aac6’, rmtA, rmtC, rmtD, rmtG, rmtH, armA, npmA, rmtB, rmtE et rmtF ont été 

utilisées pour déterminer les gènes de résistance aux aminoglycosides. 

-On a utilisé comme amorces : gyrA, gyrB, parC et parE dans l’étude des gènes de résistance 

aux fluoroquinolones.  

-Pour l’étude de la résistance à la colisitne on a utilisé les amorces suivantes : mcr, pmrAB, 

phoP et phoQ. 

Tableau.2. Amorces utilisées pour la détermination des gènes de résistance 

Gène Amorce (5’-3’) 

blaNDM-1 621 pb (Poirel et al., 

2011) 

F : GGTTTGGCGATCTGGTTTTC  

R: CGGAATGGCTCATCACGATC 

blaVIM-2 580pb (Zhao et al., 2011) F : TCATTGTCCGTGATGGTGAT 

R : ACGACTGAGCGATTTGTGTG 

blaVIM-4 449pb (Zhao et al., 2011) F : GATGGTGTTTGGTCGCATATC 

R : ACGGCACAACCACCGTATAG 

blaIMP-1 740 pb (Yan et al., 2001) F : TGAGCAAGTTATCTGTATTC  

R : TTAGTTGCTTGGTTTTGATG 
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blaIMP-13 741 pb (Gutiérrez et al., 

2007) 

F : ATGAAGAAATTATTTGTTTTATG 

R : TTAGTTACTTGGTGATGATG 

intI1 variable (Shahada et al., 

2006) 

F : GGCATCCAAGCAGCAAG 

R : AAGCAGACTTGACCTGA 

aac(6)’ 395pb (Teixeira et al., 

2016) 

F: TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA  

R: CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

rmtA 88pb (Berçot et al., 2011) F : AAACTATTCCGCATGGTTC 

R : TCATGTACACAAGCTCTTTCC  

rmtB 171pb (Berçot et al., 2011) F : ACTTTTACAATCCCTCAATAC 

R :AAGTATATAAGTTCTGTTCCG 

rmtC 246pb (Berçot et al., 2011) F : CAGGGGTTCCAACAAGT 

R:AGAGTATATAGCTTGAACATAAGTAGA 

rmtD 652pb (Berçot et al., 2011) F : TCGTTTCAGCACGTAAAACA 

R : CAGCGCGAAATTCAAAAAGG  

rmtE 446pb (Berçot et al., 2011) F :GATGCCGTGTCTGTTACGCCG 

R : ACGTGAACCCACGAGTCCTGC 

rmtF 341pb (Berçot et al., 2011) F : CGATCCTACTGGGCTCCAT 

R: GGCATAGTGCTTTTCCATGC 

rmtG 381pb (Berçot et al., 2011) F : ACGGAATGCCGCGCGAAGTA 

R : TCTCCGCAAGCAGATCGCCG 

rmtH 464pb (Berçot et al., 2011) F : ATGACCATTGAACAGGCAGC 

R : AGGGCAAAGGTAAAATCCCA 

armA 101pb (Berçot et al., 2011) F : CCCGGGATCCGGTCAACAACGCCGATAACACC 

R : CCCGGGATCCGCCGTTGGACAGAGTTTAGTAC 
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npmA 229pb (Berçot et al., 2011) F : GGGCTATCTAATGTGGTG 

R : TTTTTATTTCCGCTTCTTCGT 

gyrA 364 pb (Oh et al., 2003) F : TTATGCCATGAGCGAGCTGGGCAACGACT   

R : AACCGTTGACCAGCAGGTTGGGAATCTT  

gyrB 600 pb (Oh et al., 2003) F : AGCTCGCAGACCAAGGACAAG  

R : GGGCTGGGCGATGTAGATGTA  

parC 208 pb (Oh et al., 2003) F : ATGAGCGAACTGGGGCTGGAT 

R : ATGGCGGCGAAGGACTTGGGA 

parE 592 pb (Oh et al., 2003) F : CGGCGTTCGTCTCGGGCGTGGTGAAGGA  

R : TCGAGGGCGTAGTAGATGTCCTTGCCGA  

mcr-1 502pb (Lescat  et al., 2018) F:ATGCCAGTTTCTTTCGCGTG 

R:TCGGCAAATTGCGCTTTTGGC 

mcr-2 379pb (Lescat  et al., 2018) F: GATGGCGGTCTATCCTGTAT 

R: AAGGCTGACACCCCATGTCAT 

pmrAB 2138pb (Lin et al., 2019) F : CGATCTTAACCGCTTCACGC 

R : GACTGGGTATTCGCTTCC 

phoP 690pb (Lin et al., 2019) F: CGCCATATGAAACTGCTGGTAGTGGAA 

R: CGCCTCGAGCCGGCAGCGCTCGGTGAA 

phoQ 1359 pb(Lin et al., 2019) F: CGGCATATGATCCGTTCCCTGCGCATC 

R: CGGCTCGAGGACTGTAGCGAAACGTATG 

 

7.2. Extraction de l’ADN bactérien 

L’extraction de l’ADN génomique a été réalisée selon la technique de boilling dont on 

fait suspendre une anse de 1 μL  d’une culture jeune sur gélose au sang bactériennes dans un 

eppendorf contenant de 100 μL de l’eau distillée stérile et après 10 min à 96-100°C au bain 
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marie , on centrifuge le tube et le surnageant contenant la matrice d’ADN était récupéré. On 

conserve l’ADN extrait à une température de - 20°C pour toutes études ultérieures.  

7.3. Préparation du mix 

La composition du master mix est indiquée dans le tableau 3 

Tableau.3. Préparation du master mix 

Produits  Réaction par échantillon 

Master mix 

Buffer  

MgCl2  à 1.5mM 

dNTP  

Primers  

Primer F  

Primer R 

 

10µl 

5µl 

5µl 

 

5µl 

5µl 

 

 

Chaque constituant de ce mix est multiplié par le nombre d’échantillons étudiés, puis 

30µl de ce mélange sont distribués dans chaque tube Eppendorf PCR stérile à savoir :  

- Contrôle négatif : 20µl d’eau distillé stérile ;  

-Contrôle positif : 20µl de DNA positif ;  

- Echantillons : 20µl de DNA de notre échantillon est ajouté à 30µl de mix 

- Volume total : 50µl par échantillon (les contrôles ou les échantillons à analyser) ; 

-ajouter 0.5µl de la Taq dans les tubes des échantillons et le témoin positif. 

Le mix et les DNA sont transférés dans des tubes Eppendorf de type « Mastercycler personnal 

» et sont introduits dans le thermocycleur. 
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7.4. Paramètres de la PCR  

Les réactions d’amplification sont réalisées selon les conditions suivantes :  

2 min à 95°C, ensuite 30cycles (30 sec à 94°C pour la dénaturation, 30 sec à 55°C et 2.5 min à 

72°C) et pour l’élongation finale 5 min à 72°C. 

7.4.1. Lecture des produits de PCR 

a.Préparation du gel d’agarose 

-Pour 100 ml d’agarose à 1% (1g d’agarose dans 100 ml de TAE 1X) 

-Faire chauffer le mélange dans un four microonde pendant 4 min jusqu’à l’obtention d’un 

liquide clair et homogène ; 

-Ajouter 8µl de SYBR Safe au gel qui permet la visualisation des bandes d’ADN dans le gel 

sur la table UV du transilluminateur.   

- Couler le gel dans un moule puis déposer un peigne dans le gel pour créer des puits et laisser 

refroidir à température ambiante pendant 30 minutes puis retirer le peigne.  

- Placer le moule avec le gel dans la cuve d’électrophorèse en ajoutant un volume de tampon 

TAE 1X dans la cuve préalablement remplie jusqu’à ce que le gel soit immergé (environ 1mm 

au-dessus). 

- Dans le premier et le dernier puits on dépose 15µl le marqueur de taille (Invitrogen1kb DNA 

Ladder) d’une concentration de 1X. 

- Dans le deuxième puits et le puits avant dernier on dépose 15µl du témoin positif et du témoin 

négatif respectivement ; 

- Les autres puits sont réservés aux échantillons ; 

-Fermer la cuve et brancher l’alimentation de la cuve de manière à ce que les dépôts soient côté 

cathode (-).  

- Appliquer une tension de 130 Volte correspondant à environ 30 minutes de migration. 

- Couper l’alimentation quand le colorant a parcouru la distance requise ou laisser la migration 

arriver jusqu’à 1 cm du bord de la cuve (cette ligne est appelée le front de migration).  

- Débrancher le générateur de la cuve.     
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b.Visualisation et lecture du gel 

 A l’aide d’un transilluminateur (GBox) on passe le gel à une lecture sur une table à UV. Les 

fragements d’ADN des échantillons sont repérés par rapport au marqueur du poids moléculaire 

et au témoin positif. 

c.Préparation des produits de PCR pour le séquençage 

-Dans un eppendorf stérile on mélange 20 µl de chaque échantillon avec 20µl de chaque primer. 

-Ensuite les échantillons sont envoyés pour être séquencer. 

-L’analyse et l’alignement des séquences ont été réalisés par BioEdit 7.2. Les séquences d'ADN 

résultantes ont été comparées aux séquences nucléotidiques publiées de la base de données 

GenBank en utilisant la recherche BLAST disponible sur le site Web du Centre américain pour 

les informations biotechnologiques NCBI (Bethesda, MD, États-Unis) et par Serial Cloner 2.6.  

7.5. Analyse statistique des données 

Les fréquences des isolats de P. aeruginosa récupérés dans différents services ont été 

calculées comme le pourcentage d'un certain nombre d'isolats par rapport au total des patients 

enquêtés hospitalisés dans différentes unités. Le tets Chi-carré de Pearson (χ2)a été utilisé pour 

comparer les valeurs moyennes des variables quantitatives. La signification statistique a été 

définie comme P <0,05. Tous les tests ont été effectués avec SPSS version 20. 

8. Etude de la formation des biofilms 

8.1. La méthode du rouge Congo (CRA) 

La gélose Rouge Congo permet la détection de souches productrices de slime. Le milieu 

est ensemencé en stries avec la souche à tester (une colonie dans 20 ml d’eau distillée). La 

lecture est faite après une nuit d’incubation à 37°C et 24 heures supplémentaires à température 

ambiante (Touati et al., 2007). 

Les souches productrices de slime donnent des colonies noires à surface rugueuse contre des 

colonies rouges, à surface lisse pour les souches non productrices. Les souches de phénotype 

variable donnaient des colonies à centre noir et à contour rouge ou à centre rouge et à contour 

noir (Ziebuhr et al. 2001). 
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Phénotype positif  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Phénotype variable 

Phénotype négatif  

Figure.9.Phénotypes de production de slime (Touati et al., 2007). 

8.2.La méthode des tubes (TM) 

 C’est une technique qui permet une évaluation qualitative de la formation du biofilm 

décrite par Christensen et al., 1982. A partir d’une boite de culture de 24h, ensemencer une 

colonie dans 10ml de bouillon Brain Heart Infusion Broth (BHIB) supplémenté de 2% de 

saccharose puis incubé à 37°C pendant 24h. Après incubation les tubes de culture sont rincés 

avec le tampon phosphate salin PBS (pH=7,3) et sont séchés. Ensuite on colore chaque tube par 

le cristal violet (0,1%) pendant 5 minutes. L'excès de colorant est supprimé et les tubes ont été 

lavés avec de l'eau distillée, puis séchés en position renversée (Mathur et al., 2006).  

La formation de biofilm est considérée comme positive si un film visible double recouvre la 

paroi et le fond du tube et la présence d’un anneau à l'interface liquide n'est pas indicative de la 

présence de biofilm. La formation de biofilms est notée de 0 pour absent, + pour faible, ++ pour 

modéré et +++ pour fort (fig.10). 
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Figure.10.Sélection des souches adhérentes et non adhérentes. Tube 7: 0, tube 3 : + faible, 

tube 4: ++ et tube 6 : +++ (Srinivasa et al., 2008). 

8.3. La méthode de Plaque de culture de tissus (TCP) 

 La technique TCP décrite par Christensen et al. (1985) est une évaluation semi 

quantitative de la formation du biofilm.  

A partir d’une boite de culture de 24h, on ensemence une colonie dans 10ml de bouillon BHIB 

supplémenté de 2% de saccharose puis l’incuber à 37°c pendant 18h.  

On effectue une dilution au 1/100 avec du milieu frais (BHIB). Les 96 puits des microplaques 

ont été remplis avec 0,2 ml de la dilution ainsi que de 0.2 ml de bouillon de culture (BHIB) qui 

servira de témoin stérile. 

Les microplaques ont été incubées pendant 18 heures à 37°C. Après incubation le contenu de 

chaque puits a été retiré en tapant doucement les microplaques. Les puits ont été lavés quatre 

fois avec 0,2 ml de tampon phosphate salin (PBS pH=7,2) pour éliminer les bactéries flottant 

(planctoniques). Les biofilms formés par l’adhérence des organismes sessiles dans la plaque 

ont été fixés avec de l'acétate de sodium (2%) pendant 15 min et colorés avec du cristal violet 

pendant 5 min. L'excès de colorant a été ensuite rincé par un lavage en profondeur avec de l'eau 

distillée et les plaques ont été séché afin d’évaluer l’importance de la coloration du biofilm 

(Stepanovic et al., 2000). 

Les souches sont classées dans les catégories suivantes : non-adhérentes (0), faiblement (+), 

modérée (++), ou fortement (+++) adhérentes (fig.11).  
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Figure.11.Détection de la formation du biofilm par la méthode TCP des souches. A: non-

adhérentes (0), adhérentes B: faiblement adhérentes (+), C: adhérence modérée (++) D: 

fortement adhéreres (+++) (Harika et al., 2020). 

9. Evaluation de l’activité antibactérienne des huiles essentielles 

9.1. Huiles essentielles 

Sept huiles essentielles (HE) obtenues auprès d'Arko essential (producteurs 

commerciaux d'huiles essentielles végétales et de substances aromatiques - France) ont été 

utilisées dans cette étude : Juniperus communis, Eucalyptus globulus, Artemisia dracunculus 

L., Citrus limon, Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis L. et Zingiber officinale.  

Une huile essentielle de la plante Artemesia herba alba a été obtenue par la technique 

d’extraction dite hydro distillation. La sélection de ces huiles a été basée sur l'étude de la 

littérature et leurs propriétés thérapeutiques en médecine traditionnelle. 

9.2. Matériel végétal 

Après collecte des feuilles d’Artemesia herba alba, elles sont lavées puis séchées. Après 

séchage, les échantillons sont stockés dans un endroit sec à l’abri de la lumière et la chaleur. 

9.3. Hydrodistillation 

L’hydrodistillation (la méthode de Moritz) consiste à immerger la matière première dans 

un bain d’eau. L’ensemble est porté à l’ébullition et l’opération est conduite à pression 

atmosphérique. Les composés volatils et semi-volatils sont entrainés par la vapeur d’eau, qui 

est ensuite condensée.  

A  B 

   A  

C   D   
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 Figure.12. Dispositif utilisé pour l’hydrodistillation 

Extraction  

- 100g de la partie aérienne de la plante est introduite dans un ballon de 2 litres, 

imprégné d’un litre d’eau distillée, l’ensemble est porté à l’ébullition ; pendant environ 3  

heures en prenant garde de ne pas chauffer jusqu’à séchage. L’H.E s’évapore avec les vapeurs 

d‘eau dégagées qui se condensent en traversant un réfrigérant puis elle est recueillie à l’autre 

bout de montage. Le distillat est introduit dans une ampoule à décanter afin de sépare l’eau de 

l’H.E qui la surnage. 

-Les vapeurs condensées obtenus conduisent à deux phases qui seront séparées à l’aide d’une 

ampoule à décanter. L’H.E se trouve dans la phase organique sous forme d’une couche 

flottante.  

-L’huile essentielle obtenue est gardée dans des flacons bien clos est conservée à 4°C et à l’abri 

de la lumière, pour éviter toute dégradation de l’essence. 

9.4. Souches bactériennes  

Pour l'activité antibactérienne de chaque HE, un total de 26 souches a été testé de plus 

de la souche de référence P. aeruginosa (ATCC 27853).  
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9.5. Activité antibactérienne  

Afin d'évaluer l'efficacité antibactérienne des huiles essentielles sélectionnées, nous utilisons la 

méthode de diffusion sur disque (Dobre, et al., 2011).  

Les suspensions bactériennes à 0.5 Mc Farland ont été étalées sur les plaques contenant 

de la gélose Mueller-Hinton selon la technique d’écouvillonnage pour obtenir une croissance 

microbienne uniforme sur les plaques de contrôle et celles à tester.  

-Trois concentrations ont été testées : 100% (huile brute), 50% et 25% ; 

-Dans des conditions aseptiques, des disques stérilisés vides (Whatman n° 5, 6 mm de diamètre) 

ont été imprégnés de 25 µl d'huiles essentielles de chaque concentration.  

- Les boîtes de Pétri ont été laissées 30 min à température ambiante (20-22°C) pour une 

meilleure diffusion de l'huile puis incubées à 37°C. Après 24 heures d'incubation, les diamètres 

des zones d'inhibition ont été mesurés et documentés (Mahboubi and Farzin, 2009). 

 

Figure.13. Test d’activité antibactérienne des huiles essentielles 

 

9.5.1. La lecture des résultats  
 

La lecture se fait par la mesure du diamètre de la zone d’inhibition autour de chaque 

disque à l’aide d’un pied de coulisse. D’après Ponce et al., (2003) et Gachkar et al., (2007), la 

sensibilité à l’huile a été classée par le diamètre des halos d'inhibition : 

-Non sensible (-) pour les diamètres moins de 8mm. 

-Sensible (+) pour des diamètres de 8 à 14mm. 

-Très sensible (++) pour des diamètres de 15 à 19mm. 

-Extrêmement sensible (+++) pour les diamètres plus de 20mm. 
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9.6. Analyse statistique 

Tous les résultats expérimentaux ont été réalisés en triple et les résultats ont été exprimés 

en moyennes ± SD. La comparaison des groupes a été effectuée par l'analyse des de la variance 

ANOVA à un facteur ; en utilisant Graph Pad Prism 5.03. Les différences détectées ont été 

considérées comme significatives lorsque p <0,05.  
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Sur une période de deux années, des souche appartenant à l’espèce Pseudomonas 

aeruginosa ont été isolées et identifiées, après traitement de divers échantillons cliniques. 

Ces souches proviennent d’une multitude de prélèvements et de plusieurs services du CHU de 

Batna. Les sections ci-dessous détaillent les résultats obtenus en accord avec les objectifs 

soulignés avec leur discussion.  

1. Identification des souches par MALDI-TOF-MS  

L’identification par MALDI-TOF nous a permet de classer les isolats de P.aeruginosa 

en fonction de leurs scores. L’identification de toutes les souches a donné les mêmes résultats 

que les Api systèmes. Les résultats d’identification par MALDI-TOF présentent de bon score 

allant de 1.9 à 2.541 comme le montre le tableau 4.   

Tableau.4.Résultats de l’identification des souches de P.aeruginosa selon leurs scores de 

MALDI-TOF 

 

2. Répartition des souches 

2.1. Répartition des souches par service 

Le service à partir duquel qu’on a pris des prélèvements et par la suite isoler l’espèce en 

question Pseudomonas aeruginosa forme un paramètre clé pour comprendre le flux de la 

contamination et/ou l’infection par cette bactérie. L’histogramme suivant montre la prévalence 

d’isolement de P.aeruginosa par service : 
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Figure.14.Répartition des souches P.aeruginosa en fonction du service d’origine (N= 227). 

P. aeruginosa est une bactérie ubiquitaire omniprésente chez des hôtes vivants et l’un 

des facteurs importants des infections nosocomiales qui menace la vie de nombreux patients 

chaque année (Loveday et al., 2014). Au cours des années 1960, lorsque P. aeruginosa est 

apparue pour la première fois comme une cause fréquente de bactériémie à Gram négatif avec 

l’absence des antibiotiques anti-Pseudomonas efficaces, le taux de mortalité était 90 % et 

actuellement ce germe persiste encore dans l’environnement hospitalier (Kang et al., 2003).  

Ce qui explique l’isolement de Pseudomonas aeruginosa de différentes unités du CHU de 

Batna.  

La part du service des brûlés est de 35% suivis de 14 et 13% pour la réanimation et la 

neurochirurgie respectivement. 1% des souches isolées proviennent de chacun des services de 

chirurgie, médecine légale, cardiologie, ORL, orthopédie et ophtalmologie. Pour les services 

Brûlés

Réa-médicale

Neurochirurgie

Hématologie

Traumatologie

Médecine interne

Externe

Pouponnière

Pédiatrie

Endocrinologie

Néphrologie

PUMC

Chirurgie

Médecine légale

Cardiologie

ORL

Ophtalmologie

Orthopédie

Urologie

0 10 20 30

Fréquence %

S
e

rv
ic

e
s



Résultats et discussion 

62 
 

d’orthopédie et d’urologie une seule souche a été isolée de chaque service. Les patients qui 

consultent en externe forment 5% de l’ensemble des isolats.  Ces variations dans le taux 

d’isolement entre les différents services sont dû essentiellement à la nature de chaque service. 

La prévalence d’isolement peut varier d'une unité à une autre et d'une étude à une autre 

(Nathwani et al., 2014). L’analyse statistique de la différence entre les fréquences d’isolement 

de P.aeruginosa entre les différents services a indiqué une significavité p-value<0,001. 

Nos résultats montrent que l’unité des brûlés est la plus touchée par la colonisation et/ou 

l’infection à P. aeruginosa ce qu’on peut être expliquer par le caractère opportuniste de ce 

germe souvent rencontré chez les brûlés immunodéprimés ce qui favorise son implantation sur 

leurs lésions cutanées (plaies et brûlures traumatiques ou chirurgicales) (Nichols et al., 2013). 

De plus,  P.aeruginosa est la deuxième cause d'infections bactériennes des brûlures 

(Mirsalehian et al., 2011).  Malgré l’amélioration des traitements des brûlures, l'infection reste 

l'une des principales causes de décès chez ces patients et en particulier chez les brûlés 

gravement malades ; sans oublier le long séjour de ces patients qui facilite leurs contamination 

par plusieurs pathogènes et contribuant aux infections à P. aeruginosa (Kwei et al., 2015). Les 

bactéries à Gram-négatif comme P. aeruginosa sont détectées chez les brûlés suite à 

l'application du débridement des plaies chirurgicales et de la greffe de peau au début de la 

chirurgie, ainsi que l'utilisation intensive des antibiotiques systémiques et d'autres interventions 

thérapeutiques (Wanis et al., 2016).  

Nos résultats concordent avec l’étude menée par Dou et al. (2017)  qui a rapporté une 

prévalence d’isolement de P.aeruginosa de 26.16% chez les brûlés. Dans une autre étude 

réalisée en Irak ; P.aeruginosa était présent à 14.07% chez les brûlés  (Al-Saffar and Jarallah, 

2019). Un taux d’isolement de 28% a été rapporté dans l’étude de Meradji (2016) réalisée au 

niveau des hôpitaux de la ville d’Annaba. En Egypte, l’unité des brûlés représentait 66.7% des 

isolats de P. aeruginosa (Mansour et al., 2013). 

En outre, les patients hospitalisés dans des unités à haut risque comme celles de 

réanimation et de neurochirurgie et avec des défenses immunitaires réduites semblent être 

sensibles aux infections par des agents pathogènes comme P. aeruginosa, où la pression de 

sélection de la prescription d'antibiotiques à large spectre augmente l'infection bactérienne.  

Dans une étude menée dans des unités de réanimation en Europe occidentale, P. aeruginosa 

était l'un des organismes les plus isolés et présentait un taux de 17% (Vincent et al., 2009). 

Selon le rapport annuel de l’European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) de 
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l’année 2017, on trouva que P.aeruginosa etait présent à 19.9% dans l’unité de réanimation 

surtout chez les patients atteint de pneumonie. Cependant, une fréquence de 65,90% 

d’isolement du service de la réanimation et de 7,83% du service de la neurochirurgie ont été 

rapportées dans l’étude de Sefraoui (2015) au niveau de trois centres hospitalo-universitaires 

du nord-ouest algérien (CHU d’Oran, CHU de Tlemcen et CHU de Sidi Bel Abbes). Le service 

hospitalier le plus fréquemment associé est l'unité de réanimation comme le rapporte Rossi- 

Goncalves et al. (2017). En contrepartie P.aeruginosa est moins fréquent dans les infections 

urinaires moins que les brûlures ; Ullah et al. (2019) montre que la majorité des isolats de P. 

aeruginosa proviennent des urines. 

2.2. Répartition des souches par nature de prélèvement  

On rapporte dans la figure15 la fréquence d’isolement de P. aeruginosa en fonction des 

prélèvements étudiés.  

Figure.15.Répartition des souches P.aeruginosa en fonction du type de prélèvements (N=227). 
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La prise de prélèvement est la première étape dans le diagnostic des infections et la mise 

en évidence des germes impliqués. Donc la nature et le site anatomique d’échantillon est lié au 

germe isolé.Le pus des plaies représentait le prélèvement le plus dominant avec 57%, les 

hémocultures et le LCR présentaient 8% de la totalité des prélèvements, le trachéal protégé 7% 

et les urines 6%. Le reste des prélèvements représentaient 1% (crachat, ponction lombaire, 

liquide péritonéal, sonde vésicale) voir même 0% (adénite, ascite, liquide de dialyse, plaie 

cutanée, étude de la chambre).  La différence statistique entre les résultats de l’isolement de 

P.aeruginosa selon leur prélèvement d’origine a été très significative (p-value<0,001). 

La répartition de P. aeruginosa selon l’origine des prélèvements peut varier d'un hôpital 

à l'autre, car chaque établissement hospitalier est associé à un environnement différent (Golia 

et al., 2016). Cette fréquence élevée d’isolement de P. aeruginosa des collections suppuratives 

traduit la fréquente contamination des plaies par cette bactérie (Elogne et al. , 2018).   

Hoque et al. (2015) indiquaient que 38.38% des souches de P. aeruginosa ont été isolées 

à partir des prélèvements de pus et 3.45% du trachéal protégé. En outre, Chinbo, et al. (2014) 

selon leur étude descriptive menée sur une période de 4 ans au Maroc, rapportaient une 

prédominance de pus de 29,7% par rapport aux autres types de prélèvement 

. Mohanasoundaram et al. (2011) ont avancé une prévalence de 30% des isolats à partir 

du pus. A partir de 120 prélèvements cliniques, le pus représentait 85% des sources des isolats 

de P. aeruginosa (Golia et al., 2016). 

Toutefois, d’autres études rapportent un taux d’isolement de P. aeruginosa de 38,5 % à partir 

des urines, de 8,3 % des hémocultures et de 3,1 % du cathéter (Kiana et al., 2016) 

2.3. Répartition des souches par âge  

L’âge des patients est un facteur de risque très important qui influence grandement la 

persistance du germe et permet de sélectionner ses candidats susceptibles. La figure 16 montre 

la répartition des tranches d’âge touchées par P.aeruginosa.  

Un taux de 41% des isolats de P.aeruginosa était trouvé chez les sujets dont l’âge varie 

entre 20 et 40 ans, suivi par la tranche des enfants avec 26%. Entre 10% et 12% des patients 

sont de la tranche d’âge entre 10 et 20 ans, et 40 et 90 ans. L’Age moyen est 25.99±21.71, 

l’analyse statistique de la différence des âges entre patients a montré une très grande 

significativité avec p-value<0,001. 
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 En revanche, Patel et al. (2017) ont rapporté une prévalence plus élevé chez les 

personnes âgées de 61 à 80 ans (43,92 %). Araújo et al. (2018) trouvaient que les patients qui 

ont l’âge entre 59 et 77 présentent la tranche la plus touchée par les infections à P. aeruginosa. 

P. aeruginosa est fréquemment trouvé dans la tranche d’âge entre 10–20 ans et plus de 60 ans 

(Ullah et al., 2019).  

De même, selon Mohanasoundaram et al. (2011), la prévalence la plus élevée des 

isolats de P.aeruginosa a été trouvée dans le groupe d'âge 31-40 ans. 

 

Figure.16. Répartition des souches par tranche âge (N=227).  

2.4. Répartition des souches par sexe 

Le sexe du patient reflète sa prédisposition d’attraper des infections liées à 

P.aeruginosa. La répartition des isolats selon le sexe est montrée dans la figure 17. Le sexe 

male semblait être le plus touché par les infections à P.aeruginosa avec 62% des cas. Tandis 

que les femmes présentaient que 38% de la totalité des isolats. Le sexe est considéré comme un 

facteur de risque et l'incidence de l'infection augmente considérablement chez les hommes (les 

infections à P. aeruginosa sont plus fréquentes chez les hommes, en particulier avec les 

brûlures) (Oberholzer et al., 2000). Les fréquences des femmes et des hommes ont été 

satistiquement très différentes avec p-value<0,001. 
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De même, Mansour et al. (2013) rapportent une prédominance du sexe male des isolats 

de P.aeruginosa en Egypte (59.3%) et en Arabie Saudi (63%). Nos résultats concordent avec 

ceux des autres études ; Ullah et al. (2019)  ont détectées 62.5% des isolats chez les hommes 

et 37.5% chez les femmes et Jafar et al. (2014) rapportaient 61% des souches de P.aeruginosa 

chez les hommes. Zhang et al. (2020) dans son étude dans les centres de santé en Chine entre 

2012 et 2019 indiqua que 71.6% des patients infectés par P.aeruginosa étaient des hommes.  

En revanche, les résultats obtenus de l’étude d’Oluwatosin et al. (2019) au Nigeria, ont 

révélé que les femmes constituaient le groupe le plus important dans l'étude (52%). Araújo et 

al. (2018)  avançaient une prédominance de l’infection chez le sexe femelle avec 57.1%. 

 

 Figure.17. Répartition des souches par sexe (N=227). 

3. Germes co-isolés 

Les prélèvements cliniques sont des milieux très riches et sont généralement 

polymicrobien, du coup, savoir la composition de la communauté bactérienne inclue est 

fortement essentiel. La figure 18 comprend prévalence des bactéries coisolées avec P. 

aeruginosa.  

La mise en culture des prélèvements cliniques conduit à l’isolement consécutif de 

plusieurs espèces bactériennes à la fois vu la nature polymicrobiennne des prélèvements. 

D’après notre étude on a pu constater le coisolement d’autres germes avec l’espèce sujet 

d’étude : des espèces des deux groupes bactériens (Gram négatives et positives). Les espèces 
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les plus fréquentes étaient : Klebsiella pneumoniae (17%), Staphylococcus aureus (13%), 

Acinetobacter spp (8%), E.coli (8%), Enterobacter cloacae (6%) et Proteus spp. (4%).  On peut 

expliquer la présence de Klebsiella pneumoniae dans la même culture que P.aeruginosa par le 

fait que les patients sujet d’étude dans leur majrité sont des patients présentant des capacités 

immunitaires diminuées, ont été admis dans des unités de soins intensifs, exposés à des 

traitement prolongés ou non par antibiotiques (en particulier les carbapénèmes et les 

fluoroquinolones) qui sont tous des facteurs de risque élevé de colisation par K. pneumoniae 

(Kritsotakis et al., 2011). 

 Dans le même ordre d’idées les facteurs de risque extrinsèques étaient les plus associés 

à la colonisation par des souches de S.aureus. Cette espèce bactérienne se trouve sur la peau, 

dans les cathéter, les tubes endotrachéaux (Hoffman et al., 2006) qui ce sont tous des 

environnements favorables au développement de P.aeruginosa ce qui peut interpéter la 

fréquence d’isolement de S.aureus parmi les cultures de P.aeruginosa  Meradji. (2017) a 

rapporté une fréquence d’isolement élevée d’E.coli suivi par S.aureus par rapport aux autres 

espèces bactériennes dans des co-cultures de P.aeruginosa. 

 

Figure.18. Prévalence des espèces bactériennes coisolées (N=227). 
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4. Etude de la sensibilité aux antibiotiques  

La figure 19 regroupe les résultats de l’antibiogramme global de toutes les souches 

isolées de P.aeruginosa vis-à-vis des antibiotiques utilisés : 

 

Figure.19.Profil de résistance aux antibiotiques des isolats de P.aeruginosa. TIC : ticarcilline, 

TCC : ticarcilline+acide clavulanique, PIP : pipéracilline, IMP : imipénème, CAZ : 

ceftazidime, ATM : aztreoname, GEN : gentamycine, AK : amikacine, NET : netilmicine, 

TOB : tobramycine, RIF : rifampicine, CIP : ciprofloxacine, LEV : levofloxacine, FOS : 

fosfomycine, CS : colistine, R : résistant, I : intermédiaire, S : sensible (N=227). 

Au cours des dernières décennies, il y a eu une augmentation remarquable dans la 

résistance aux antibiotiques accouplée à une réduction de l'efficacité de nombreux antibiotiques 

cliniquement importants (Seiffert et al., 2013). Les molécules antiPseudomonas, y compris 

certains bêta-lactamines, les aminosides et les fluoroquinolones, ont été les antibiotiques les 

plus importants utilisés pour le traitement des infections à P. aeruginosa. Cependant, la 

surveillance de l’antibiorésistance de P. aeruginosa a révélé l'émergence de souches 

multirésistantes  dans le monde qui est le résultat de l'utilisation excessive d'antibiotiques à 

large spectre ainsi qu'à la capacité de P. aeruginosa à acquérir des gènes de résistance 

(Breidenstein, 2011; Sievert et al., 2013),  d’où la difficulté de traitement des infections liées 
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à cette bactéries et qui sont responsables des taux de mortalité élevés, qui varient de 18 à 61 % 

(Strateva et al., 2009). 

L’étude de la résistance vis-à-vis aux antibiotiques testés a montré des taux très variables 

en fonction du type d’antibiotique. Le plus haut taux de résistance était pour la rifampicine avec 

80,31% ce qui montre son faible activité sur les isolats de P. aeruginosa. Ensuite, on trouve la 

famille des β-lactamines où les carboxypénicillines : la ticarcilline la ticarcilline+acide 

clavulanqiue, la résistance varie entre 34,80% et 37,45% respectivement, tandis que la 

pipéracilline enregistre un taux inférieure de 29,96%. L’aztréoname a le taux de résistance le 

plus bas par rapport aux autres molécules 0,44% suivi par la ceftazidime (C3G) (15,42%). Les 

carbapénémes, molécules de choix pour le traitement des infections à P. aeruginosa, sont 

également concernés par la résistance. Dans notre étude, 19,38%des souches étaient résistantes 

à l’imipénème. Les aminoglycosides entre autres se fluctuent entre 28,19% et 34,36% de 

souches résistantes. La famille des fluoroquinolones (ciprofloxacine et lévofloxacine) forme la 

classe des molécules les plus actives avec 0,44% de souches résistantes pour la ciprofloxacine 

et 1,77% pour la lévofloxacine. La résistance à la colistine affectait 1.76% des souches et 3,52%   

des souches pour la fosfomycine.  

Des résultats comparables aux nôtres sont rapportés par Ullah et al. (2019) dont les 

souches résistantes à la colistine était de 13.3% qui un taux est plus élevé que le nôtre ; 42.6% 

de résistance pour la ticarcilline/acide clavulanique et un taux de résistance moins élevé que le 

nôtre pour l’amikacine (13.2%). A l’inverse, Hoque et al. (2015) ont trouvé une résistance 

maximale contre l'aztréonam (84,31 %), la ceftazidime (81,82 %), l’imipéneme (80,8 %), 

l'amikacine (81,40 %) et la gentamicine (85,22 %). Et Ruh et al. (2016) qui ont étudié la 

résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa entre 2010 et 2014 dans le nord de Chypre et ont 

signalé que le taux de résistance à l'aztréonam était de 42,9 %, 19.5% contre la ceftazidime et 

11.8% de résistance vis-à-vis l’imipenème. 

En Algérie, des taux similaires ont été observés pour la ticarcilline (32,7%), la 

ciprofloxacine (19,4%) et la ceftazidime (14,7%) (Sefraoui, 2015) tandis qu'au Nigeria en 

2015, des taux plus élevés ont été signalés pour la ceftazidime (46%) et la ciprofloxacine (34 

%), avec 13 % pour l'imipéneme et de 23 % pour l'amikacine (Iregbu et al., 2015). En Côte 

d'Ivoire, une étude réalisée en 2013 sur les effluents hospitaliers a montré des taux de résistance 

très élevés à la ceftazidime et à la ticarcilline dont les souches étaient résistantes à 100 % 

(Guessennd et al., 2013).  Nos données contrastent avec celles rapportées par Meradji et al. 
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(2016)  où des taux élevés de résistance à la ticarcilline, à la pipéracilline et à la ciprofloxacine 

ont été notés. 

En Tunisie, une étude de trois ans sur les patients du Centre de Traumatologie et Grands 

Brûlés Ben Arous, montre des taux de résistance de 34%, 37,1%, 27,1% et 29,6%  à la : 

ceftazidime, imipénème, ciprofloxacine et amikacine respectivement (Zoghlami et al., 2012). 

Une autre étude dans un CHU du Monastir révèle des taux de résistance très élevés pour la 

ciprofloxacine (100 %), la gentamicine (96 %) et la ticarcilline (93 %). Les taux de résistance 

les plus faibles ont été obtenus pour l'imipénem (74 %) et la ceftazidime (70 %) (Ben Nejma 

et al., 2018). Ces derniers résultats dépassent largement les taux de résistance de nos isolats 

4.1. Répartition des souches selon leur multirésistance  

La figure 20 montre la répartition des isolats selon leur profil de résistance.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.20. Répartition des souches selon leur multirésistance. R-Non MDR : souches 

résistantes à moins de 3 classes d’antibiotiques, MDR : souches multirésistantes, XDR : 

souches hautement résistantes, PDR : souches totorésistantes (N= 227). 

Les isolats de P. aeruginosa ont été classés ont plusieurs groupes selon leur réponse aux 

classes d’antibiotiques. P. aeruginosa multirésistant (MDR) a été défini comme résistant à au 

moins un agent dans trois catégories d'antimicrobiens ou plus, P. aeruginosa hautement 

résistant (XDR) a été défini comme étant résistant a tous les antibiotiques dans toutes les classes 

sauf deux ou moins (c'est-à-dire que les isolats bactériens restent sensibles à seulement à une 
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ou deux classes). P. aeruginosa toto-résistant (PDR) a été défini comme étant non sensible à 

tous les antibiotiques dans toutes les classes. Ces définitions sont conformes à la terminologie 

normalisée d'un groupe d'experts internationaux du Centre européen de prévention et de 

contrôle des maladies (ECDC) et du CDC aux États-Unis (Magiorakos et al., 2012). Le groupe 

des R-Non MDR (résistant non MDR) sont des isolats présentant une résistance à moins de 

trois classes d’antibiotiques.  

De nombreuses épidémies hospitalières ont été identifiées de par le monde ce dernières 

décennies en lien avec des isolats MDR ou XDR. Le taux d’isolats MDR ou XDR est estimé 

entre 15 et 30% dans de multiples régions géographiques (Horcajada et al., 2019).  

Le flux de bactéries multirésisantes (MDR) est devenue un problème majeur de santé 

publique à travers le monde (Javaid et al., 2021). Les résultats ont indiqué un taux de 26.87% 

de souches avec un profil MDR, cependant aucune de nos souches n’a été XDR ou PDR. La 

résistance à moins de trois classes d’antibiotiques a été détectée chez 10.57% des souches. En 

Europe, en 2018, 32,1% des isolats invasifs étaient résistants à au moins une famille 

d’antibiotiques. Le pourcentage de souches de P. aeruginosa ayant une résistance MDR était 

de 12,8%, variant selon les pays de 0% (Islande) à 49,4% (Roumanie). Le taux d’isolats 

résistants à 5 classes d’antibiotiques listés était de 4,1% en 2018 (ECDC, 2019). Par contre, en 

France le taux de souches multirésistantes (sensibilité intermédiaire ou résistance à la 

ticarcilline, la ceftazidime et l’imipénème) a diminué de 9,8% en 2008 à 6,6% en 2016 

(ONERBA, 2018). 

En comparant la fréquence des souches MDR dans notre étude avec d'autre réalisée avec 

des patients admis dans les hôpitaux de Recife au Brézil, des pourcentages MDR similaires 

(54.1%) ont été trouvés par Jacome et al. (2012a) 

P. aeruginosa MDR représente 13 à 19 % des infections liées aux soins chaque année 

aux États-Unis. Le niveau croissant de résistance de P. aeruginosa MDR est souvent attribué à 

la transmission de patient à patient de souches résistantes ainsi qu'à une résistance nouvellement 

acquise suite à une exposition antérieure aux antibiotiques (Magiorakos et al., 2012). 

4.2. Résistance aux carbapénèmes 

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) classe P. aeruginosa résistant aux 

carbapénèmes (CRPA) comme un pathogène d‘une priorité critique qui nécessite 

définitivement de nouvelles options de traitement (OMS, 2017).  
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La résistance aux carbapénèmes a été signalée dans plusieurs pays du monde entier, à 

savoir des pays européens (Italie, France, Grèce, Espagne, Turquie), des pays africains (Tunisie, 

Algérie, Kenya et Afrique du Sud) et des pays asiatiques (Chine, Corée) (Lee et al ., 2011 ; 

Fang et al. 2014 ; Ben Nejma et al., 2018). 

Nos résultats montrent une prévalence de CRPA de 19,38% (résistance à l’imipenème). 

Ce rythme de résistance traduit un risque de restriction des options thérapeutiques. Il est 

raisonnable d'expliquer que cela peut être corrélé à l'étendue de l'utilisation des carbapénèmes 

ces dernières années ainsi qu'à une pression sélective résultant de l'augmentation des 

prescriptions de carbapénèmes. (Basha et al., 2020). Ainsi que L'utilisation antérieure de 

pipéracilline-tazobactam et de vancomycine en traitement était tous significativement associée 

à l'acquisition de résistance aux carbapénèmes par P. aeruginosa (Raman et al., 2018) 

 La prévalence de CRPA des isolats identifiés dans toutes les études en Afrique du Nord 

variait de 0 % selon Bourafa et al. (2018) ;  à 84 % ans l’étude de Gaballah et al.(2018 ; et  de 

2,3 % suivant les résultats obtenus par Aruhomukama et al. (2019) à 21,4 % d’après les 

résultats de Kateete et al. (2016) en Afrique de l'Est. Selon le programme Antimicrobial Testing 

Leadership and Surveillance de Pfizer, la variabilité des taux de souches cliniques de P. 

aeruginosa résistantes aux carbapénèmes par continent enregistrait le plus bas en Océanie 

(imipénem-R dans 7,1 % et méropénème-R dans 5,1 % des 99 isolats d'Australie), et le plus 

élevé était au Moyen-Orient (imipénem-R dans 27,9 % et méropénème-R dans 19,5 % des 226 

isolats de Koweït, Arabie Saudite, Palestine et la Jordanie) (Pfizer, 2020). 

4.2.1. Recherche de la résistance aux carbapénèmes par production de MβL  

La production de carbapénémases est un mécanisme important de résistance aux 

carbapénèmes, souvent observée dans les isolats cliniques de P. aeruginosa. Les 

carbapénémases les plus importantes sont les (Picão et al., 2009). Dans leur revue, Moghnieh 

et al. ont rapporté que la production de MBL (principalement VIM et IMP) est le mécanisme le 

plus important de résistance aux carbapénèmes chez P. aeruginosa dans tous les pays de la 

Ligue arabe (Zaidi et al., 2020).  

4.2.1.1. Résultats des tests de confirmation de MβL (Hodge modifié et du double disque 

de synergie (EDTA) 

Toutes les souches présumées MBL montrent un résultat positif pour les deux tests de 

confirmation. Nos résultats montrent une prévalence de MBL de 14.09% ce qui est similaire à 



Résultats et discussion 

73 
 

celle signalée par (Gba et al.,2018) (12,5%) à la Côte d'Ivoire, mais inférieure à celle 

enregistrée en Egypte (68,7%) (Zafer et al., 2015) Cependant, le problème fondamental réside 

dans la production de MBL, qui dans l'étude européenne atteint 20 % (106/529), VIM-2 étant 

son gène principal, notant une augmentation entre les années 2009 (13,4%) et 2011(30,6%). 

4.2.1.2. Caractérisation génétique de la résistance aux carbapénèmes par production de 

MβL par PCR 

La mise en évidence du gène portant la résistance aux carbapénèmes par production de 

MBL par PCR est illustrée dans la figure 21. 

           

Figure.21.Produits d’amplification par PCR du gène blaVIM-4 sur gel 

d’électrophorèse. CN : control négatif, M : marqueur de taille. 

 Les résultats de la détermination du gène de résistance aux carbapénèmes par PCR ont 

montré la présence du gène blaVIM chez 32 souches présentant un profil de MBL. Aucun gène 

blaIMp ou blaNDN n’a été détecté. Les gènes blaVIM-4 ont été signalés dans plusieurs pays à 

travers le monde, dont la Grèce (Pournaras et al., 2002), la Suède (Giske et al., 2003), la 

Pologne (Patzer et al., 2004), la Hongrie (Libisch et al., 2006) , le Canada (Mataseje et al., 
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2012), d'autres pays européens (Castanheira et al., 2014) et l'Égypte (Hashem  et al., 2017) 

et, principalement détecté parmi les clones de P. aeruginosa qui sont codés par une cassette de 

gènes à intégrons à fort potentiel de dissémination. Peu de rapports d'isolats de MBL de classe 

VIM en Algérie ont été décrits. Le premier était le blaVIM -19 décrit dans cinq isolats cliniques 

d'enterobactéries (Robin et al., 2010), puis le blaVIM-2 qui a été noté dans des souches 

cliniques de P.aeruginosa (Touati et al., 2013 ; Sefraoui et al., 2014) et le gène blaVIM-4 qui 

a été récemment rapporté parmi les isolats cliniques de P. aeruginosa dans l’est algérien 

(Mellouk et al., 2016. Meradji et al., 2016), par cette étude nous rapportons la troisième 

détection en Algérie du gène VIM-4 chez P. aeruginosa indiquant sa diffusion en milieu 

hospitalier.   

D’une façon générale les isolats de P. aeruginosa producteurs de VIM ont été signalés 

dans le monde entier, y compris dans des pays européens (Castanheira et al., 2009) et certains 

pays d'Asie (Liew et al., 2018 ; Osawa et al., 2019). 

Zaidi et al., (2020) rapportent a détection des souches P. aeruginosa VIM-4 positives 

au ouest algérien à 2.94% de la totalité des souches isolées.  

Dans l’étude de Mathlouthi et al. (2015) effectuée entre 2013 et Avril 2014 dans deux 

hôpitaux (Burn et chirurgie plastique Tripoli Hôpital et Benghazi  Médical Center) en Libye 

l’identification de carbapénème par PCR a révélé la présence de gène blaVIM-2 dans tous les P. 

aeruginosa résistant à l'imipénème.  

En Tunisie, seuls des isolats de Klebsiella pneumonia possédant une MBL  de typeVIM-

4 ont été détecté (Ktari et al., 2006). La méthallo-β-lactamase de type VIM-2 était la principale 

métallo-β-lactamase détectée en Tunisie, et a été fréquemment rapportée chez Pseudomonas 

aeruginosa (95 isolats) et dans plusieurs hôpitaux entre 2006 et 2019 (Dziri et al., 2020). 

 En moyen orient et aux pays de Golf, plusieurs études ont été réalisées dans cet axe. En 

Arabie Saudi uue grande diversité clonale des VIM a été détectée chez P. aeruginosa (VIM-1, 

VIM-2, VIM-4, VIM-11, VIM-28) (Al-Agamy et al., 2012 ; Tawfik et al., 2012; Al-Agamy 

et al 2016). Au Koweit une seule étude a rapporté la détection de souches cliniques de P. 

aeruginosa VIM positives, aussi qu’au Qatar (Zowawi et al., 2018). Dans les hôpitaux 

égyptiens les gènes : VIM-2, VIM-28 et VIM-1-like ont été rapportés chez P. aeruginosa (El-

Mahdy, 2014 ; Zafer et al., 2014 ;  Zafer et al., 2015 ; Khalifa et al., 2017). des hôpitaux 

libanais, seules les MBL: IMP-1, IMP-2, IMP-15 et VIM-2 ont été détectées chez P. aeruginosa 

(Al Bayssari et al., 2014 ; Hammoudi et al., 2015b ; Hammoudi et al. , 2017). 
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Parmi les enzymes carbapénémases, la variante VIM a été fortement détectée chez les 

isolats de CRPA dans plusieurs pays africains. Les carbapénémases OXA-10, IMP, SPM, 

NDM, GES et GIM ont également été détectées avec un total de 66 isolats pésentaient une 

coproduction d’au moins deux carbapénémases (porteurs de gènes codant pour plus d'une 

carbapénémase) (Kindu et al., 2020).  

Les isolats de P. aeruginosa portant des gènes codant pour plus d'une carbapénémase 

ont été principalement observés dans différentes études menées en Égypte (Gaballah et al., 

2018; Ramadan et al., 2018 ; Abdeltwab et al., 2019) et au Soudan, (Satir et al., 2016 ; Adam 

et al., 2018). L'émergence de telles souches résistantes représente une menace importante, non 

seulement pour ces pays mais aussi pour l'ensemble de l'Afrique puis pour le monde, d'autant 

plus que la dissémination de gènes de résistance est accélérée par des taux élevés d'immigration 

et de tourisme (Uskudar-Guclu et al., 2019). 

La dissémination rapide des bactéries productrices de carbapénèmases conduit à de 

véritables impasses thérapeutiques car elle contribue fortement à la diffusion des souches 

multirésistantes. Ainsi le dépistage rapide des patients colonisés ou infectés devient dès lors un 

véritable impératif de santé publique pour les patients eux-mêmes et pour les patients qui 

partageraient la même unité ou structure d’hospitalisation (Dortet et al., 2013). 

4.2.1.3. Résistance associée des souches productrice de MβL 

Les souches VIM ont également une résistance aux autres familles d’antibiotiques 

utilisés. Dans la figure 22 on illustre leur profil de résistance.  

Les souches positives pour VIM-4 présentent un taux de résistance élevé vis-à-vis aux 

aminoglycosides par rapport aux autres familles d’antibiotiques où toutes les souches (32/32) 

étaient résistantes à la tobramycine. Les fluoroquinolones étaient à 100% efficaces contre ses 

souches ainsi que pour la fosfomycine et pour la colsitine.  
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Figure.22. Résistance associée des souches productrice de MβL (N=32). 

Selon Al-Charrakh et al. (2016), la haute résistance de P. aeruginosa résistant aux 

carbapénèmes aux autres classes d’antibiotiques telles que la ciprofloxacine et la gentamicine, 

peut être attribuée à la surutilisation de ces agents antimicrobiens dans les pratiques cliniques 

irakiennes. Une grande résistance aux antibiotiques est observée chez les souches productrices 

de VIM-2, à l'exception de l'aztréonam surtout vis-à-vis à la gentamycine, la tobramycine et la 

ciprofloxacine, cependant aucune n’a été résistante à la colistine  (Estepa, 2014). La plupart 

des isolats coréens de P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes étaient des souches MDR 

(Lee et al., 2011 ; Huh et al., 2013).  

4.2.1.4. Génotypage des souches VIM-4 positives par MLST et par PFGE  

Les résultats obtenus (fig.23) révèlaient que les souches à blaVIM-4 se regroupent en 

cinq pulsotypes différents selon l’analyse par PFGE (fig.24) où la majorité des souches VIM-4 

partageaient les mêmes pulsotypes ce qui indique la contamination et la co-transmission entre 

patient, et selon l’analyse par MLST (fig.24) trois séquences types (244. 381 et 1076) ont été 

détectées. Nous rapportons dans cette étude une première détection des clones épidémiques ST 

244 et ST 381 pour des souches productrices de carbapénèmase de type VIM-4 en Algérie. 
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Figure.23. Génotypage par : (A) MLST et (B) PFGE. C- : control négatif, M : marqueur de 

taille. 
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Pseudomonas aeruginosa est bien connu par sa population épidémique avec plusieurs 

types de séquences comme ST111.ST175, ST235, ST 244 et ST 395 qui sont couramment 

associés aux épidémies et les MBL qu’il produit sont couramment associées à des clones à haut 

risque épidémique (Wright et al., 2015). 

Le clone appartenant à ST244 était le plus fréquent dans notre étude et correspondait au 

deuxième clone méditerranéen le plus répandu de P. aeruginosa (Maatallah et al., 2011) et a 

été détecté également en Asie (Chen et al., 2014). De même, le clone ST1076 a également été 

signalé parmi les isolats cliniques de P. aeruginosa en Algérie (Mellouk et al., 2016) avec P. 

aeruginosa sensible à l'imipénem et producteur de VIM-4, ainsi que Sefraoui et al.(2014) ont 

détecté le ST 381 dans des souches de P.aeruginosa sensibles à l'imipénem. En revanche, une 

étude menée par Mathlouthi et al. (2015) ont montré que les clones ST911 et ST235 étaient 

les clones les plus fréquents en Libye. Treepong et al. (2018) ont rapporté la propagation 

clonale de ST 235 avec des gènes de résistance aux antibiotiques dans des isolats de P. 

aeruginosa à travers les pays et les continents.  

La récente étude de  Zaidi et al. (2020) révélait après analyse de MLST la présence de 

sept ST dont deux sont nouvelles (ST3349 et ST3350) et cinq qui étaient préalablement décrites 

(ST244, ST499, ST709, ST809 et ST1239). 

Zowawi et al. (2018), dans leurs études sur des isolats cliniques de P. aeruginosa d’un 

hôpital koweïtien rapportaient la répartition des souches selon leurs séquences types reconnues 

comme des clones internationaux hautement disséminés tels que ST111, ST235, ST357 et 

ST654. Une souche de P. aeruginosa VIM-4 isolée dans un hopital palestinien présentait une 

séquence type ST1081 (Sjolander et al., 2014). 

Les études réalisées sur des hôpitaux tunisiens (Sfax, Sousse et Tunis) sur des isolats de 

P. aeruginosa VIM-2 positifs rapportent dans leurs analyses des MLST une indétermination 

des ST  (Dziri et al., 2020). 
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Figure.24. Répartition des souches VIM-4 positives selon leurs pulsotypes et leurs séquences 

types (N=32). 

A noter que la majorité des souches ayant le même pulsotype (pulsotype J et F) est isolée 

du sevice des brûlés (tab.5) qui est un véritable foyer de déssimination de ce type de gène avec 

l’abscence de doublons chez le même patient. Le service des brûlés représente un service avec 

un taux d'occupation des lits élevé, avec des infrastructures limitées et l'irritation de la peau par 

les produits d'hygiène des mains ce qui forment une cause majeure du manque de suivi des 

protocoles de contrôle des infections. Sans oublier le manque de chambres d'isolement pour 

brûlés qui facilite la transmission d’infection par P. aeruginosa producteur de MBL entre 

patients (Alp and Damani, 2015). 

Tab.5.Données démographique et distribution des isolats à VIM-4.  

Variable MBL (VIM-4) au 

pulsotype J 

(n) 

p-value MBL (VIM-4) totale  p-value 

Sexe  

M 

F 

 

12 

6 

NS  

23 

9 

0.01 

Age  

Moyenne ± SD 

0-10 

10-20 

20-40 

40-60 

60-90 

 

21.5 ± 16.62 

6 

3 

5 

4 

0 

NS  

21.24 ± 16.3 

10 

6 

10 

6 

0 

NS 

1
2

3

18

6

2

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

C D G J F H

244 381 1076
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Service 

Brûlés  

Neurochirurgie 

Traumatologie 

Réanimation 

Pouponnière 

Pédiatrie 

Hématologie 

Néphrologie 

Urologie 

Médecine légale 

 

14 

1 

1 

2 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

NS  

19 

2 

2 

2 

1 

1 

2 

1 

1 

1 

<0.001 

Type de prélèvement  

Pus  

Ascite 

PL 

Hémoculture 

LCR 

ECBU 

Catheter 

Crachat 

Sonde urinaire 

Sonde vésicale 

Prélèvement trachéal protégé 

 

15 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

0 

2 

0 

1 

NS  

20 

1 

1 

2 

1 

2 

1 

1 

2 

1 

0 

<0.001 

 

De plus, les patients portant des souches identiques appartenaient au deux sexes. Un 

problème pertinent qui peut alourdir la tâche des traitants par la contamination rapide au sein 

de l’hôpital est qui sera par la suite transmise au milieu externe. Ces observations confirment 

les données antérieures indiquant que les souches épidémiques peuvent présenter le même 

pulsotype et le même antibiotype (Yakupogullari et al., 2008). 

 Aussi que les souches produtrice de VIM-4 partageant ou non le même pulsotype ont 

été isolées majoritairement du pus ce qui est en désacord avec les résultats de Jiménez et al. 

(2017) du centre national de référence en bactériologie de Costa Rica où les isolats de P. 

aeruginosa produisant une MBL ont été récupérés à partir d'échantillons d'urine et de voies 

respiratoires. 

Les souches VIM-4 ont été regroupées entre elle dans un arbre phylogénétique suivant leurs 

profils PFGE (fig.25) 
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Figure.25. Dendrogramme des souches VIM-4 selon leurs profils PFGE (N=32). 

4.2.1.5. Analyse de l’intégron des souches VIM-4 positives 

 L’analyse des séquences d’intégrons (fig.26) des différentes souches VIM-4 a montré 

que toutes ces souches disposaient d’un intégron de Classe 1. L’analyse des séquences n’a pas 

révélé aucune mutation et conserve la même séquence de référence. Jusqu'à présent, les gènes 

blaVIM ont toujours été intégrés dans des intégrons de classe 1(Partridge et al., 2009). Plus de 

100 structures d'intégrons de classe 1 différentes associées à blaVIM ont été décrites chez les 
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entérobactéries et les isolats non fermentants (Zhao et al., 2015). La description de 

l’arrangement de matrice de cassettes n’a pas été réalisée du fait de l’absence de mutation. 

 

Figure.26. Produits d’amplification par PCR de l’intégron Classe1 sur gel d’électrophorèse. 

CN : control négatif, M : marqueur de taille 

4.2.2. Résistance aux carbapénèmes par surexpression des systèmes d’efflux 

 Un ensemble de 10 souches (4.40%) présentaient une résistance aux carbapénèmes en 

plus de la TIC, TCC et PIP ont été testées par Hodge-modifié, DDST, CMI et E-test 

méropenème en présence et en absence de PAβN pour mettre en évidence leur mécanisme de 

résistance. Toutes les souches n’ont pas été productrices d’aucune carbapénémase. La CMI du 

méropenème n’a pas été diminué en présence de l’inhibiteur PAβN ce qui traduit une 

surexpression du système d’efflux (tab.6). La quantification de l’expression moléculaire de ce 

système par qRT-PCR ou Western Blot, n’a pas été réalisée vu la limite des moyens techniques 

disponibles au laboratoire. La surexpression du système d'efflux MexAB-OprM peut augmenter 

la résistance au méropénème (Kohler et al., 1999; Chalhoub et al., 2016). Ce qui est en accord 

avec les résultats de  Pan et al. (2016) qui ont indiqué que toutes les souches à système d’efflux 

surexprimé étaient négatives pour le test Carba NP et le test de synergie du disque EDTA et 

M-1 kbp M-1 kbp 

Intl1 CN 
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que la résistance au méropenème n’a pas été inhibée par le PaβN chez 6 souches parmi elles. 

De même, le gène de la pompe à efflux mexB était surexprimé dans 12,78 % des isolats non 

sensibles au méropenème (Yin et al., 2018). La pompe à efflux MexAB-OprM est responsable 

de la résistance à diverses classes d'antibiotiques tels que les β-lactamines, les inhibiteurs de β-

lactamines, les fluoroquinolones, les aminosides, etc. (Poole, 2011; Li et al., 2015). Cela a 

confirmé que l'utilisation aveugle d'antibiotiques peut augmenter la mutation dans la pompe à 

efflux (Tafti et al., 2020).   

Tableau.6. CMI du méropénème en présence et en absence du PaβN (N=10). 

Souche CMI MERO CMI MERO+PAβN E-Test MERO E-Test MERO+ PAβN 

25 16 16 >32 >32 

47 16 16 >32 >32 

340 >32 >32 >32 >32 

368 16 16 >32 >32 

387  16 16 >32 >32 

426 >32 >32 >32 >32 

1319 16 >32 >32 >32 

40 8 8 16 16 

276 16 16 >32 >32 

323 16 16 >32 >32 

 

Le système de pompe à efflux est l'un des mécanismes de résistance les plus essentiels 

chez P. aeruginosa (Schweizer, 2003). Le système MexAB-OprM était l'une des plus grandes 

pompes à efflux conférant une multirésistance avec des niveaux d'expression élevés (Terzi et 

al. 2014). 

4.2.2.1. Génotypage  des souches à systèmes d’efflux surexprimés par MLST et par PFGE  

Les résultats de l’annalyse par MLST ont montré la présence de 4 séquences types (244, 

1076, 709 et 360) et ceux obtenus du typage PFGE ont démontré que la plupart des isolats de 

P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes appartenaient à 6 pulsotypes distincts A, B, E, H, I 

et K (fig.27).  
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Figure.27.Répartition des souches à systèmes d’efflux surexprimés par pulsotype et par 

séquence-type (N=10). 

Il existe une cotransmission des souches entre patients et services vu le partage du même 

pulsotype chez trois souches ayant une ST244 et le pulsotype A et trois autres qui ont une 

ST1076 et le pulsotype H. Les souches ayant le même pulsotype ont été isolées des services 

différnets ce qu’on peut l’expliquer par la transmission de ces souches par le personnel médical 

suite à une défaillance d’hygiène. Semblable à nos résultats, une hétérogénéité génétique a 

également été signalée parmi les souches de P. aeruginosa résistantes aux carbapénèmes dans 

des études antérieures (Selim et al., 2015).  L'activité de la pompe à flux était détéctée dans des 

souches de P. aeruginosa avec des ST1725 (76,5%) et ST233 (50%)  (Aguilar-Rodea et al., 

2020). 

Les données démographiques et l’origine d’isolement des souches présentant un profil 

de résistance aux carbapénèmes par le biais de surexpression du système d’efflux sont 

regroupées dans le tableau ci-dessous. La lecture de ce tableau permet de conclure que la 

majorité des souches ont été isolées principalement du service des brûlés, à partir des 

prélèvements de pus chez des patients du sexe masculin. Muderris et al. (2018) ont rapporté 

une dominance des isolats aux systèmes d’efflux surexprimés initialement récupérés des 

patients hébergés dans les unités des soins intensifs.  En parallèle, le sexe masculin représentait 

67.6% des isolats de P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes par un système d’efflux 

surexprimé (Tafti et al., 2020). 
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Tab.7. Données démographiques des isolats présentant une surexpression du système 

d’efflux 

Variable Surexpression 

du système 

d’efflux (n) 

p-

value 

Surexpression 

du système 

d’efflux 

pulsotype A 

(n) 

p-

value 

Surexpression 

du système 

d’efflux 

pulsotype H 

(n) 

p-

value 

Sexe  

M 

F 

 

7 

3 

0.05  

2 

1 

NS  

2 

1 

NS 

Age  

Moyenne ± SD 

0-10 

10-20 

20-40 

40-60 

60-90 

 

23.93 ± 14.5 

1 

6 

2 

1 

0 

NS  

12.44 ± 10.78 

1 

1 

1 

0 

0 

NS  

34.33 ± 20.20 

0 

1 

1 

1 

0 

NS 

Service 

Brûlés  

Neurochirurgie 

Réanimation 

Néphrologie 

ORL 

 

4 

1 

2 

1 

2 

NS  

1 

0 

0 

1 

1 

NS  

1 

1 

0 

0 

1 

NS 

Type de prélèvement  

Pus  

LCR 

Catheter 

Prélèvement trachéal 

protégé 

 

6 

1 

2 

1 

 

NS  

2 

1 

 

 

<0.001  

2 

1 

 

 

Les souches à systèmes d’efflux surexprimés ont été classées phylogénétiquement en 

fonction de leur clonalité (pulsotype). La figure 28 représente cette clonalité génétique. 
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Figure.28. Dendrogramme des souches à systèmes d’efflux surexprimés selon leur 

profil PFGE (N=10). 

4.2.2.2. Résistance associées des souches à systèmes d’efflux surexprimés  

Selon les résultats de l’antibiogramme (fig.29) les isolats de P. aeruginosa à systèmes 

d’efflux en surexpression présentaient une résistance de 100% pour la PIP, TCC et TIC,10% 

pour l'ATM ; 50%pour la GEN et l’AK, 60% pour la TOB mais aucune résistance pour la CS, 

LEV, CIP, FOS et CAX.  

 

Figure.29.Résistance associées des souches à systèmes d’efflux surexprimés (N=10). 
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 Dans l’étude Tafti et al. (2020), les isolats résistants aux carbapénèmes par mécanismes 

d’efflux avaient une résistance de   (90 %),  (95 %), (70 %) et   (80 %) isolats étaient résistants 

au MERO, à l'IMP,  à la PIP, et à la GEN respectivement. Al-Agamy et al. (2016) ont rapporté 

des taux de résistance des isolats à pompes d’efflux surexprimée de : 100 % à l’ATM et à la 

CAZ, 60% à la TOB et à l’AK, 40% à la CIP et 0% à la CS. Les isolats de P.aeruginosa à 

système d’efflux surexprimé avaient un taux de résistance de 100% pour l’AK, 50% pour la 

CIP et 0% pour la CAZ (Llanes et al., 2004). 

4.3. Résistance aux aminoglycosides 

La résistance de P. aeruginosa à différents agents aminosides représente une énorme 

menace pour la santé publique et limite le choix thérapeutique disponible. L'utilisation à faible 

dose de multiples médicaments comme traitement contre les maladies rend les souches de P. 

aeruginosa plus résistantes à un large éventail d'antibiotiques (Smith et al., 2016).  

A partir d’un total de 75 souches résistantes à différents antibiotiques à la classe des 

aminoglycosides, un groupe de 19 souches a été choisi pour caractériser son mécanisme de 

résistance moléculaire (tab.8) :  

Tableau.8. Données démographiques et profil de résistance aux aminogylcosides des 

souches choisies pour étude moléculaire (N=19). 

Variable Résistants aux aminoglycosides (n)  p-value 

Sexe  

M 

F 

 

14 

5 

0.05 

Age  

Moyenne ± SD 

0-10 

10-20 

20-40 

40-60 

60-90 

 

20.42 ± 14.90 

6 

2 

9 

2 

0 

NS 

Service 

Brûlés  

Neurochirurgie 

Réanimation 

 

15 

1 

3 

 

NS 
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Type de prélèvement  

Pus  

Hémoculture  

Catheter 

Prélèvement trachéal protégé 

 

14 

2 

1 

2 
 

NS 

Profil de Résistance 
 

A 

G 

T  

A/N 

N/T 

A/G/N 

A/N/T 

G/N/T 

A/G/N/T 

 

 

1 

1 

1 

2 

1 

3 

1 

2 

7 

 

 

 

4.3.1. Caractérisation des gènes de résistance aux aminoglycosides par PCR 

Le résultat de la détermination des gènes de résistance aux aminoglycosides par PCR 

multiplex est indiqué sur la figure 30 

 

Figure.30.Produits de PCR des gènes de résistances aux aminoglycosides sur gel 

d’électrophorèse. CN : control négatif, M : marqueur de taille. 

M-1 

kbp 

M-1 
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CN aac6’ aac6’ 
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Aucun gène de gènes testés (rmtA, rmtB , rmtC, rmtD, rmtE , rmtF ,rmtG, rmtH, armA , 

npmA et aac6) n’a été détecté. Ces gènes sont considérés être les gènes majeurs responsables 

de la résistance aux aminoglycosides chez l’espèce P.aeruginosa. On peut déduire que ces 

souches possèdent d’autres mécanismes de résistance nécessitant l’étude d’autres gène voire 

même faire une analyse du génome complet (WGS) pour en pouvoir trouver le gène exacte.  

Chez P. aeruginosa, du fait de la combinaison de plusieurs mécanismes et des niveaux variables 

de leur expression, les mécanismes impliqués ne peuvent être facilement déduits (Dubois et al., 

2008). L'occurrence des AME  de type aac (6’)-I et ant (2’’)-I a été trouvée respectivement chez 

50 % et 45 % des isolats selon l’étude des mécanismes de résistance aux aminosides dans des 

isolats cliniques de Pseudomonas aeruginosa multirésistants au Nigeria (Odumosu et al., 

2015). D’autres études menées en Belgique, en Grèce, en France et en Inde, indiquaient que le 

gène aac(6′)-I était le gène des AME le plus fréquemment détecté (Žáková et al., 2001;  

Vakulenko et al., 2003 ; Chaudhary et al., 2014). Cependant, il a été signalé des recherches 

aux États-Unis, en Corée et l'Iran que les gènes des AME le plus couramment détectés étaient 

aac(6′)-II et aph (3′)-IV (Kim et al.,  2011 ; Vaziri et al., 2008). Dans les échantillons cliniques 

collectés en Autriche en 2010, les gènes aph(3’)-IIIa et aph(3’)-IIa semblaient être non 

impliqués dans la résistance aux aminoglycosides (Woegerbauer et al., 2014). Les gènes de 

résistance aux aminosides les plus fréquents étaint aac(6´)-Ib, suivi par aphA1 et aadB ont été 

trouvé dans différents isolats de Pseudomonas aeruginosa, provenant de patients fréquentant 

différentes unités d'un hôpital à Venezuela (Teixeira et al., 2016) 

Récemment, des mutations dans fusA ont été identifiées comme contribuant à des 

niveaux de résistance élevés après un traitement prolongé aux aminosides (Bolard et al., 2018). 

Il a été démontré que les substitutions Arg182 et Val121 dans le gène  amgS augmentent la CMI 

de la tobramycine de 2 à 4 fois dans les isolats cliniques (Lau et al., 2015). Aussi qu’une 

mutation non synonyme a été identifiée dans le même gène (Cys28Ala) chez un isolat de 

Pseudomonas aeruginosasmall colony et a entraîné une augmentation de 2 fois de la CMI de la 

tobramycine (Schniederjans et al., 2017). 

Sanz-García et al. (2018) et Seupt et al. (2021) ont démontré que l'expression de la 

pompe d'efflux MexXY-OprM joue un rôle mineur dans le développement d’une résistance à 

la tobramycine. 
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4.3.2. Résistances associées des souches choisies résistantes aux aminoglycosides 

Les résultats de résistances associées aux autres classes d’antibiotiques des souches 

résistantes aux aminoglycosides sont montrés dans la figure 31.  

 

Figure.31.Résistance associée des souches choisies résistantes aux aminoglycosides (N=19). 

Les souches choisies présentent également d’autres résistances vis-à-vis aux autres 

classes d’antibiotiques testés, notamment les β-lactamines (89.5% de résistance à la ticarcilline 

et la ticarcilline + acide clavulanique).  La colistine restait la molécule la plus active contre 

P.aeruginosa avec 0% de souches résistantes suivie par les fluoroquinolones et la fosfomycine 

avec seulement 5.26% (1 seule souche résistante) de résistance pour chaque antibiotique.  

Les aminosides (amikacine, gentamicine, kanamycine, néomycine, nétilmicine, 

paromomycine, streptomycine et tobramycine) sont utilisés depuis de nombreuses années pour 

le traitement des infections à Pseudomonas mais actuellement, la résistance aux aminosides 

chez P. aeruginosa est très courante et est signalée dans le monde entier (Poole et al., 2005). 

Plus récemment, le séquençage du génome entier d’une souche de P. aeruginosa multirésistante 

à partir d'un échantillon d'urine a montré que cet isolat abritait un intégron de classe 1 (In113) 

portant les gènes aac(6’)-Iae et blaIMP-1, qui sont responsables de niveaux élevés. de 

résistance aux aminosides et aux bêta-lactamines, respectivement (Miyoshi-Akiyama et al., 

2011).  
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4.4. Résistance aux fluoroquinolones 

Les fluoroquinolones forment une classe importante d’antibiotiques utilisés pour traiter 

les infections causées par P. aeruginosa, parmi lesquelles la ciprofloxacine (CIP) et la 

lévofloxacine (LEV) qui sont fréquemment utilisées. Cependant la résistance de P. aeruginosa 

a ces antibiotiques a émergé (Nguyen et al., 2018).  

Nos résultats ont montré que 4/5 des souches résistantes aux fluoroquinolones étaient 

résistantes à la LEV et qu’une seule d’entre elles était résistante à la CIP (tab.9). Les données 

du Réseau chinois de surveillance des antimicrobiens ont montré que le taux de résistance de 

P. aeruginosa à la CIP avait atteint 14,8 % en 2017 (Hu et al., 2017). En outre, le taux de 

résistance de P. aeruginosa aux fluoroquinolones dépassait 30 % au sein des hôpitaux des États-

Unis (Weiner et al., 2016). 

Tableau.9. Données démographiques des isolats résistants aux fluoroquinolones (N=5). 

Variable Résistants aux fluoroquinolones (n)  p-value 

Sexe  

M 

F 

 

5 

0 

0.05 

Age  

Moyenne ± SD 

0-10 

10-20 

20-40 

40-60 

60-90 

 

18.6 ± 15.53 

2 

0 

3 

0 

0 

NS 

Service 

Brûlés  

 

5 

 

NS 

Type de prélèvement  

Pus  

 

 

5 

NS 

 

4.4.1. Caractérisation moléculaire du mécanisme de résistance aux fluoroquinolones 

L'utilisation intensive de fluoroquinolones a entraîné l'émergence de bactéries 

résistantes qui peuvent rendre le médicament inefficace (OMS, 2014). L'étude des mécanismes 

de résistance aux fluoroquinolones chez P. aeruginosa est d’une grande importance pour choisir 

les antibiotiques appropriés et d’éviter l'émergence de souches résistantes. L’analyse par PCR 

des gènes responsables de la résistance aux fluoroquinolones est montrée dans la figure 32. 
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Figure.32.Produits de PCR des gènes de résistances aux fluoroquinolones sur gel 

d’électrophorèse. CN : control négatif, M : marqueur de taille. 

Nos résultats ont révélé que toutes les souches résistantes aux FQ présentaient des 

mutations ont été détectées détectées dans les gènes : gyrA, gyrB, parC et parE. Pour le gyrA, 

les principales mutations étaient des codons : 73 (Ile73→Asp), 140 (Lys140 → Stop) et 191 

(Ser 191→ Tyr). Les mutations détectées au niveau du gène gyrB étaient : 515(Phe515→Ser) 

et 527(Gly527→Glu), 531 (Met531 → Ile). D’aures muattions ont été trouvées dans le gène 

parC dans les codons : 61 (Leu61→ Trp), 87(Ser87→ Phe), 101 (Ser101→Pro) et 115 

(Ser115→ Phe). Et finalement pour le gène parE l’analyse a révélé, la présence des mutations 

sur les codons : 363 (Ile363→Phe), 400 (Gly400→Ile), 432 (His432→ Gly), 484 

(Tyr484→Pro) et 514 (Leu514→ Asp). Toutes ces mutations étaient le résultat de délétion, 

d’insertion et de substitution ce qui était comparables avec certaines études (Nouri et al., 2016 ; 

Nguyen et al., 2018). Cela peut être dû au fait que P. aeruginosa est une bactérie Gram-négative 

et que la première cible des fluoroquinolones contre les bactéries Gram-négatives est l’ADN 

gyrase codée par gyrA et gyrB ( Gorgani et al., 2009).  

Il a été rapporté que les mutations les plus fréquentes impliquées dans la résistance aux 

fluoroquinolones concernent le gène gyrA codant l’ADN gyrase et les mutations du gène parC 

M-1 

kbp 
gyrA gyrB parE parC 

CN 
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codant la topoisomérase IV peuvent survenir secondairement chez des mutants gyrA, induisant 

un plus haut niveau de résistance de la souche aux fluoroquinolones (López-Causapé et al., 

2018). Bien que des mutations aient été décrites dans les gènes gyrB et parE, la fréquence de 

ces mutations est faible, et celles-ci n’ont qu’un rôle mineur dans la résistance aux 

fluoroquinolones (Lee et al., 2005; Lister et al., 2009).  

Selon Feng et al. (2019) les altérations des acides aminés dans gyrA se sont produites 

principalement au niveau du codon 83 (Thr83 → Ile) et les altérations des acides aminés dans 

gyrB se sont produites principalement au niveau du codon 372 (Ala372→Val, Ala372→Leu), 

424 (Ile424→Leu), 464(Leu→Ile) et 483(Glu483→Asp). Des études antérieures ont rapporté 

que des altérations majeures des acides aminés dans gyrA se produisent fréquemment au niveau 

du codon 83 (Thr83→Ile), et les mutations de gyrA étaient étroitement corrélées avec la 

résistance aux fluoroquinolones chez P. aeruginosa. (Salma et al., 2013 ; Murugan et al., 

2018) Une étude avait ont rapporté que des altérations des acides aminés dans gyrB se 

produisaient au codon 467 (Ser467→Phe) et 468 (Gln468→His), mais la relation entre les 

altérations et la résistance n'a pas été établie (Yang et al., 2015). 

Des mutations de substitution ont été detectées pour Thr83 → Ile et Thr133→ Met dans 

gyrA, pour Ser87→ Leu dans parC  (Nguyen et al., 2018). Récemment, Matsumoto et al. 

(2012) ont rapporté que 2 (9,1 %) des 22 souches de P. aeruginosa résistantes à la lévofloxacine 

isolées au Japon avaient une mutation dans le gène parC (Ser87Trp). 

L’analyse par PFGE (fig.33) et MLST ont révélé la présence de 5 pulsotypes différents 

et aucune ST n’a été déterminé pour les cinq souches. L’analyse des séquences génomiques de 

79 isol.ats de P. aeruginosa ST235 obtenus sur une période de 27 ans dans diverses régions du 

monde inqiduait la capacité du clone à acquérir facilement des gènes de résistance aux 

antibiotiques et surtout contre la famille des fluoroquinolones par des mutations touchant les 

gènes gyrA, gyrB et parC parE (Treepong et al., 2018). 

Un ensemble de souches P. aeruginosa résistantes aux fluoroquinolones isolées dans un hopital 

coréen présentaient différentes mutations dans un ou plusieurs gènes : gyrA (Thr83Ile), gyrB 

(Glu468Asp) et parC (Ser87Leu) et appartenaient aux différents ST, princicpalement : ST 235, 

ST 244, ST 245, ST 111, ST 654 et ST 357 (Cho et al., 2014) . 
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Figure.33. Dendrogramme des souches résistantes aux fluoroquinolones selon leur profil 

PFGE (N=5). 

4.4.2.Résistances associées des souches résistantes aux fluoroquinolones 

La figure 34 illustre le profil de résistances des souches résistances aux fluoroquinolones 

aux autres classes d’antibiotiques. L’étude des résultats d’antibiogramme des souches 

résistantes aux fluoroquinolones révélait une résistance associée totale à la terramycine et à la 

gentamycine de plus de la rifampicine. Aucune résistance n’a été détecté vis –à-vis à la colistine 

et à la fosfomycine, l’aztréoname et la céftazidime. 

 

Figue.34.Résistances associées des souches résistantes aux fluoroquinolones (N=5). 

4.5. Résistance à la colistine 

Les polymyxines E (colsitine) étant considérées comme le dernier recours pour le 

traitement des infections bactériennes multirésistantes, il était donc indispensable d'étudier 

l'émergence des résistances à la colistine.  Les résultats des CMI de la colistine pour la totalité 

des isolats de P. aeruginosa montrent que cinq souches (tab.10) présentent une CMI très élevée 

>64µg/ml ce qui représente 1.76% des souches isolées.  En raison des différentes stratégies de 
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traitement dans de divers hôpitaux, les taux de résistance à la colistine sont différents selon les 

régions géographiques (Goli et al., 2016). La résistance à la colisinte était 5.1% chez les isolats 

de  A. baumannii et 10.9% pour P. aeruginosa (Ruh et al., 2016) 

Tableau 10. Données démographiques des isolats résistants à la colistine (N=4). 

Variable Résistants aux fluoroquinolones (n)  p-value 

Sexe  

M 

F 

 

4 

0 

0.05 

Age  

Moyenne ± SD 

0-10 

10-20 

20-40 

40-60 

60-90 

 

9.25 ± 8.26 

3 

0 

1 

0 

0 

NS 

Service 

Brûlés  

Neurochirurgie 

Médecine interne 

 

1 

2 

1 

 

NS 

Type de prélèvement  

Pus  

LCR 

 

 

2 

2 

NS 

 

4.5.1. Caractérisation moléculaire du mécanisme de résistance à la colistine 

L'émergence de la résistance à la colistine est devenue l'une des préoccupations 

mondiales dans divers pays d'Asie, d'Europe et de certains pays d'Afrique (Schwarz et al., 

2016).  Aucun gène de type mcr n’a été détecté dans nos isolats (fig.35).  
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Figure.35.Produits de PCR du gène bla mcr gel d’électrophorèse.CN : control négatif, 

M :marqueur de taille. 

L‘analyse des séquence (fig.34) a montré la présence de substitutions dans les 

nucléotides menant à un changement d’acides aminés principalement au niveau de Tyr 345 His 

chez deux isolats dont une présente une autre substitution Ala 355 Thr dans pmrB. En outre on 

a trouvé d’autres substitutions : Leu532 Ile, Leu 538 Met, Trp 546 Ter et  Leu 553 Met dans 

PhoPQ. Cela peut être traduit par le fait que les mutations survenant dans les systèmes de 

régulation à deux composants sont les principaux mécanismes attribués au développement de 

la résistance contre la colistine chez P. aeruginosa   (Olaitan  et al., 2014).   Nos résultats 

(fig.34) sont en accord avec les données publiées précédemment par Barrow and  Kwon (2009) 

qui rapportaient les mêmes mutations en pmrB (Tyr 345 His). Choi et al. (2017) rapportaient 

des mutations de phoP où Asn188His a été trouvé dans quatre isolats, Asn188Tyr dans trois 

isolats et Asp246Glu dans pmrB dans un seul isolat. 

En Afrique les gènes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-5, mcr-8 et mcr-9 ont été détectés dans 

des isolats provenant d'humains, d'animaux, d'aliments d'origine animale et de l'environnement 

et chez plusieurs bactéries comme Escherichia coli, Klebsiella, Salmonella, Citrobacter, 

Enterobacter, Pseudomonas, Aeromonas, Alcaligenes et Acinetobacter baumannii (Anyanwu 

et al., 2021).  Des souches de P. aeruginosa portant le gène mcr-1ont été détectées chez des 

patients au Congo, au Sudan et en Egypt, ce gène est très répandu en Afrique centrale chez les 

M-1 kbp 

CN mcr-1         CN    mcr-2 
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bacilles non fermentaires comme P. aeruginosa (Gabriel et al., 2019 ; Zakaria et al., 2020 ; 

Ahmed et al., 2019). Hameed et al. (2019) ont détécté la présence du gène mcr-1 dans des 

souches de P. aeruginosa et Acinetobacter baumannii résistantes à la colistine dans leur étude 

sur des isolats cliniques des hôpitaux pakistanais. La première détection de ce gène a été 

signalée chez E.coli. 

Figure.36.Produits de PCR des gènes: (A) pmrA et pmrB et (B) phoPQ sur gel 

d’électrophorèse. CN: control négatif, M: marqueur de taille. 
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4.5.2. Résistances associées des souches résistantes à la colistine 

L’antibiogramme des souches résistantes à la colistine expose une différence des taux 

de résistances vis-à-vis aux autres classes d’antibiotiques (Fig.37).  

 

Figure.37. Résistances associées des souches résistantes à la colistine (N=4). 

Ces souches étaient entièrement résistantes à la rifampicine. La famille des β-lactamines 

et des aminoglycosides ont des taux de résistance égaux 25% (1/4) sauf pour l’imipenème 50% 

(2/4). Les fluoroquinolones (lévofloxacine et ciprofloxacine) et fosfomycine présentaient les 

antibiotiques les plus efficaces. Hernández et al., (2018) rapportaient ans leur étude dans le 

CHU de Murcie entre l’année 2016 et 2017 une sensibilité totale des isolats de P. aeruginosa 

produisant une carbapénémase de type VIM. Abd El-Baky et al. (2020) étudiaient l’emergence 

des isolats de P. aeruginosa résistants à la colistine des isolats dans un CHU en Egypt et qui 

montraient un taux de résistance de 68.75% à la tobramycine tandis que l’imipénème le 

méropénème et la ciprofloxacine formaient les antibiotiques les plus actifs. 

4.5.3. Répartition des souches résistantes à la colistine par pulsotype et séquence type 

Les résultats de l’analyse des clones par champs pulsé et de séquence type sont 

regroupés dans la figure 38. 
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Figure.38.Répartition des souches résistantes à la colistine par pulsotype et par séquence-type 

(N=4). 

Les résultats de MLST montrent que deux de nos isolats résistants à la colistine 

appartient à trois séquences types différentes (1661 et 108) tandis que pour les deux autres on  

a pas déterminé leurs Sts. Chacune de ces souches avait un pulsotype différent (quatre 

pulsotypes au total) (fig.39). Tahmasebi et al. (2020) dans leur étude sur la surveillance 

épidémiologique de P. aeruginosa résistant à la colistine en Iran trouvaient que les souches de 

P. aeruginosa appartenant à la ST1078 et ST3340 étaient résistantes à la colistine Certains 

chercheurs ont signalé que la ST235 et ST108 étaient détectées chez des souches P. aeruginosa 

MDR sensibles à la colistine (Guzvinec et al., 2014 ; Wi et al., 2017). Ces souches ne 

présentaient pas les mêmes pulsotypes donc elles n’appartiennent pas au même clone ce qui 

signifie l’absence de toute co-transmission entre patients. 

 

Figure.39. Dendrogramme des souches résistantes à la colistine selon leur profil PFGE 

(N=4). 
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5. Etude de la formation de biofilm 

5.1. Evaluation par méthode gélose rouge congo (CRA)  

La technique de CRA est couramment employée dans l’étude de la formation de 

biofilms chez les isolats cliniques. La lecture des boites a été réalisée après 24h et 48 h après la 

mise en culture, les résultats sont rapportés sur la figure 40. 

          

Figure.40. Résultats de l’évaluation de la formation de biofilm par CRA (N=227). 

Les souches productrices de slime donnent des colonies soit de couleur noire ou grise 

par contre les colonies de couleur rose ou rouge sont caractérisées comme non productrices. 

Les infections liées aux biofilms représentent un défi médical majeur et sont impliquées dans 

jusqu'à 60% des infections bactériennes, ce qui complique le diagnostic et le traitement (Hoiby 

et al., 2014). 

Le criblage de la production de biofilms par la méthode CRA (fig.38) a montré que 23% 

des souches étudiées étaient productrices de biofilm tandis que 66% d’entre elles étaient on 

productrices. Ce résultat est conforme à l'étude réalisée par Khalid and Afaf (2014) qui ont 

signalé une faible production de biofilm par des isolats bactériens en utilisant la méthode de la 

gélose rouge Congo. Tandis que 79.1% des isolats cliniques de P. aeruginosa étaient  

producteurs de biofilm dans l’étude de Haji, (2018). Dans l'étude de Hou et al. (2012), il a été 

constaté que (31,03 %) des isolats de P. aeruginosa ont donné des résultats positifs, tandis que 

Heydari and Eftekhar, (2015) ont rapporté que 43,5 % des isolats de P. aeruginosa étaient 
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positifs pour la formation de biofilm et 14 % d'isolats étaient négatifs. Bakir and Ali (2016) 

ont rapporté que 58,8% des isolats de P. aeruginosa produisaient un biofilm.  

5.1.1. Répartition des isolats positifs par type de prélèvement  

Les souches présentant un biofilm sous milieu RCA ont été regroupées par prélèvements 

duquel ont été isolées, les résultats se trouvent dans la figure 41. 

                        

 

                       Figure.41.Répartition des isolats positifs par type de prélèvement (N= 53). 

Les souches productrices de biofilm sur milieu CRA ont été isolées à partir des 

prélèvements de : pus (30/53), hémoculture (6/53), ECBU et trachéal protégé (4/53) pour 

chacun, le reste des prélèvements participaient par: 2/53 (sonde urinaire, crachat et catheter) et 

et 1/53 (ascite, LCR et chambre implantable). Dans l’étude d'Abdallah et al.  (2011) au Caire 

ont rapporté un pourcentage 50 % de production de biofilm par P. aeruginosa isolé des urines. 

14/20 des souches de P. aeruginosa productrices de biofilm ont été isolées des brûlures 

infectées (Hussen, 2020).  Rahim et al.(2017) rapportaient une prévalence élevée des souches 

productrices de biofilm parmi les prélèvements des lésions chroniques diabétique(ulcères). 

Lima et al. (2017) ont indiqué que les souches de P. aeruginosa biofilm positif étaient isolées 

des sécrétions bronchiques. 
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5.1.2. Profils de résistance des isolats positifs 

Le profil de résistance des isolats formateurs de biofilm sur CRA est illustré dans la 

figure 42. Dans notre étude 98.11% des souches productrices de biofilm ont été résistantes à la 

RIF, 41.50% de souches résistantes à la TIC, TCC et AK avec 37.73% de résistance contre 

l’IMP et NET et 24.52% contre la CAZ. En contrepartie, on n’a pas trouvé une résistance contre 

la CIP ; et une faible résistance vis-à-vis la CS, la Lev, la FOS et l’ATM entre 0.98-5.66%. En 

discordance avec nos résultats, Haji (2018) a rapporté des taux de résistances très élevés des 

souches productrices de biofilm surtout à l’IMP, la CAZ et la CIP et Abdulhaq et al. (2020) 

ont trouvé une résistance élevée à l’IMP, la CAZ, la CIP, l’ATM, l’AK et la GEN parmi les 

isolats de P. aeruginosa producteurs de biofilm. 

 

Figure.42.Profil de résistance des isolats positifs (N=53). 

5.1.3. Prévalence des isolats positifs multirésistants 

 La distribution des isolats biofilm positif selon leurs profils de résistance (fig.43) a 

révélé une fréquence de 28.30% des souches MDR et 11.32% des Résistants-Non-MDR sans 

oublier de mentionner une défection des souches XDR et PDR. 
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Figure.43. Prévalence des isolats positifs multirésistants (N=53). 

Les infections à P. aeruginosa multirésistant (MDR) sont associées à une augmentation 

de la morbidité, de la mortalité et de l'impact économique (Morales et al., 2012) 

Selon Harika et al. (2020) les souches productrices de biofilm ont été exclusivement 

des MDR. 38.46 % des souches à forte production de biofilm ont été rapporté dans l’étude de 

Abdulhaq et al., (2020). Aucune souche productrice de biofilm n’a été MDR selon Lima et al. 

(2017). 

5.2. Evaluation par méthode des tubes (TM) 

L’étude de la formation de biofilm par la technique des tubes nous a permis de classer 

les souches étudiées en fonction de l’intensité des biofilms formées en quatre catégories, les 

résultats sont reportés sur la figure 44. 
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Figure.44. Résultats de l’évaluation de la formation de biofilm par TM (N=227). 0 : 

aucune production de biofilm, + production faible, ++ production modéré et +++ prodcution 

très forte .  

Parmi les 227 souches étudiées, (16%) ont montré une faible production, (5%) une 

production modérée, (19%) une forte production, pour un total de 40% souches productrices et 

60% souches non productrices. Des résultats similaires ont été trouvé pas Saxena et al. (2014) 

qui ont révélé 16 (20 %) producteurs de biofilm forts, 17 (21,25 %) producteurs modérés et 47 

(58,75 %) producteurs faibles ou non de biofilm par la méthode qualitative du tube.  Une étude 

menée par Rewatkar and Wadher (2013) où ils ont trouvé que 25/30 isolats de P. aeruginosa 

détectés comme forts producteurs de biofilm. 

5.2.1. Répartition des isolats à forte production de biofilm par nature de prélèvement  

Les bactéries isolées à forte production de biofilm sont issues majoritairement des 

prélèvements de pus 59.52%, 14.28% des hémocultures, 7.14% des urines, tandis que 2.38% 

reviennent aux autres prélèvements (fig.45). 
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Figure.45. Répartition des souches à forte production de biofilm par nature de prélèvement 

(N=42). 

En revanche, Rewatkar and Wadher. (2013) ont trouvé que les bactéries productrices 

de biofilm ont été isolées principalement à partir des sondes urinaires. Dans l’étude de Eladawy 

et al., (2020), la source des isolats à fort production de biofilm était les urines et des plaies. 

Gurung et al. (2013) ont constaté que 100 % des souches de P.aeruginosa produisant des 

biofilms ont été isolées à partir des fluides principalement les urines, tandis que dans les 

échantillons respiratoires ne formaient que 33,33 % des isolats.  

5.2.2. Profils de résistance des isolats à forte production de biofilm  

Les résultats d’antibiogramme des souches à forte production de biofilm (fig.46) 

indiquaient aucune résistance contre l’ATM, la CIP et la FOS. La CS présentait un taux de 

résistance de (2/42). Cependant, pour les molécules restantes de β-lactamines le taux de 

résistance le plus élevé était trouvé pour la TIC et la TCC avec (18/42) et c’est la CAZ qui 

enregistrait le taux de résistance le plus faible (10/42). 
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Figure.46. Profils de résistance des souches à forte production de biofilm (N=42). 

Les isolats ayant une plus grande capacité à produire un biofilm ont tendance à produire 

des taux de résistance plus élevés à de nombreux agents antimicrobiens (Shrestha et al., 2019).  

Baidya et al. (2021) dans leur étude sur la capacité des pathogènes à former des biofilms ont 

trouvé que les isolats de P.aeruginosa producteurs de biofilm présentaient des taux de résistance 

plus élevé que les nôtres avec 64.3% de résistant à la GEN et l’AK, % CIP et LEV, 46.2% à la 

PIP, 42.9% à l’IMP mais aucune résistance vis-à-vis la CS 

5.2.3.Prévalence des isolats résistantes et à forte production de biofilm multirésistants  

Nos isolats à forte prodcuction de biofilm étaient à 33.33% des MDR et 7.14% 

Résistant-Non –MDR, aucun de ces isolats n’a présenté XDR ou PDR (fig.47).  

 

Figre.47.Prévalence des souches à forte production de biofilm multirésistantes (N=42). 
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Nos résultats sont conformes avec ceux de Navon-Venezia et al. (2005) qui   ont indiqué 

que 32 % des P. aeruginosa avec un profil MDR. De même, Harika et al., (2020) ont trouvé 

que les isolats à forte production de biofilm présentaient le profil de MDR. Dans l’étude de 

Gurung et al., (2013), 57 % des P. aeruginosa qui étaient de forts producteurs de biofilm 

présentaient un profil MDR. D’après les résultats obtenus par Andhale et al. (2016), 9/15 

isolats de P. aeruginosa à forte production de biofilm étaient des MDR. 

5.3. Evaluation par méthode de la microplaque TCP 

Les valeurs de la densité optique (DO) du biofilm ont été obtenues à la longueur d’onde 

570 nm. La valeur de la DO du témoin (contrôle négatif) était 0,2 ; donc les valeurs de la DO 

inférieures ou égales à 0,2 ont été considérées comme absence de production. Les valeurs+ 

comprises entre 0,3 et 0,4 correspondent à une faible production, celles comprises entre 0,5 et 

0,8 à une production modérée et celles supérieures à 0,8 à une forte production, selon les règles 

de la classification données par Stepanovic et al. (2000). La figure 48 donne un aperçu des 

résultats d’évaluation de la formation de biofilms par la méthode de microplaque.  

 

Figure.48. Résultats de l’évaluation de la formation de biofilm par TCP (N=227). St : 

production intense de biofilm , Mo : production modérée, We : faible production de biofilm. 

L’investigation de la production de biofilms par la méthode de TCP a montré que 27% 

des isolats de présentaient une forte production de biofilm par contre 60% des souches restantes 

étaient de faibles productrices de biofilm (fig.46).Les résultats étaient statistiquement différents 

(p<0.001).  Nos résultats différaient de ceux de Hassan et al. (2011) qui ont rapporté que la 

méthode TCP avait montré que la formation de biofilm était de 64,7 %   et que les faibles et les 
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forts producteurs de biofilm étaient de 36,3 %. Parallèlement aux résultats d'autres études, un 

nombre important d'isolats de P. aeruginosa (83,75 %) ont formé des biofilms (Vasiljević et 

al., 2014; Pournajaf et al., 2018). Dans  l’étude de Azimi et al.( 2016), 87 % des isolats étaient 

des producteurs de biofilm et 69% parmi eux étaient de puissants producteurs de biofilm. 

De même, l’étude de Kamali et al. (2020) a montré une prévalence de 16.25% des 

isolats de P. aeruginosa à fort production de biofilm et que le biofilm formé par P. aeruginosa 

est considéré comme l'une des causes majeures d'échec thérapeutique. Perez et al. (2013) ont 

rapporté que 12.2% des isolats étaient de forts producteurs de biofilm, 24.2% de producteurs 

modérés et 56% comme faibles producteurs. 

Les recherches effectuées au cours des trois dernières décennies ont montré que l'état 

monocellulaire planctonique est considéré comme une phase de transition, alors que dans la 

plupart des contextes les bactéries vivent en mode de croissance du biofilm (Tolker-Nielsen, 

2015).   

5.3.1. Répartition des isolats forts producteurs de biofilm par type de prélèvement  

Les souches isolées sont liées dans leur physiologie à leur source d’isolement. Les 

prélèvements d’origine sont regroupés dans la figure 49 en fonction de la prévalence 

d’isolement de souches à forte production de biofilm.  

 

Figure.49.Répartition des isolats forts producteurs de biofilm par nature de prélèvement 

(N=62). 
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Selon nos résultats (fig.47), nos isolats venaient principalement des prélèvements de pus 

(37/62), hémoculture (8/62) et des urines (4/62), sonde urinaire. Donlan et al. (2001) ont 

rapporté dans leur étude l'association de bactéries productrices de biofilm avec des cathéters 

urinaires. Des isolats de P. aeruginosa ont été récupérés des urines (n=24/58), du hémoculture 

(n=12/58), des plaies (n=13/58) et de LCR (n=9/58) (Karami et al., 2020). L'origine fréquente 

des isolats de P. aeruginosa était la sécrétion trachéale (36 %), suivie de l'urine (17 %) et du 

liquide céphalo-rachidien (11 %) (Lima et al., 2020). Radovanovic et al. (2020) ont indiqué 

que les souches productrices de biofilm ont été isolées à partir des prélèvements des plaies 

infectées et des urines. Des prélèvements des patients atteints de rhinosinusite chronique ont 

donné des cultures positives de souches de P. aeruginosa et ces dernières ont montré leur 

aptitude à former des biofilm (Prince et al., 2008). La majorité des souches productrices de 

biofilm sont isolées des hémocultures selon Sanchez et al. (2013) 

5.3.2. Profils de résistance des isolats forts producteurs de biofilm 

Les résultats de l’étude de la résistance in vitro des cellules planctoniques des isolats 

montrant une intense production de biofilm sont représentés dans la figure 50.  

 

Figure.50. Profils de résistance des isolats forts producteurs de biofilm (N=62). 

Les souches à forte production de biofilm présentaient de différentes réaction vis à vis 

aux antibiotiques testés. Pour les β–lactamines l’ATM enregistrait le taux de le plus bas de 

résistance (1/62) suivi par la CAZ (14/62). Concernant les aminoglycoides on a noté un taux de 
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résistance similaires entre les différents antibiotiques de cette famille (22/62). Les 

fluoroquinolones représentés par la LEV et la CIP montraient une puissante efficacité sur ces 

souches (1/62) aussi que la FOS (1/62) et la CS (3/62). La RIF n’a exercé qu’une faible 

inhibition sur 9/62.  Similairement à nos résultats, un taux de résistance beaucoup plus faible 

pour l'IMP, la GEN et l'AK (Nikokar et al., 2013). Tandis que Anvarinejad et al. (2014) ont 

rapporté des niveaux de résistance supérieurs aux notre pour la CAZ et l’IMP (72 % et 98 %, 

respectivement). Aussi que dans l’étude de Banar et al. (2016), plus de 90 % des isolats de 

P.aeruginosa étaient résistants à l'AK, à la GEN, à la céfépime et les taux de résistance à la 

CAZ et à l'IMP étaient de 61 % et 83 % respectivement.  

Compte tenu de la présence de MBL et de production de biofilm, 100 % des souches 

ont été classées comme fortes productrices (Gonçalves et al., 2017). Une autre étude au Brésil 

a révélé que 40 % des P. aeruginosa classés comme fortement producteurs de biofilm étaient 

également des producteurs de MBL (Perez et al., 2012). Dans une étude précédente, Heydari 

and Eftekhar (2015)  ont rapporté que le degré de formation de biofilm était associé à la 

production de β -lactamases dans les isolats de P. aeruginosa. 

5.3.3. Prévalence des isolats forts producteurs de biofilm multirésistants  

Similairement aux techniques précédentes qui ont montré une prévalence élevée des 

isolats MDR à forte production de biofilm, la TCP a révélé que les isolats MDR formait 30.64% 

des forts producteurs de biofilm avec l’absence totale de toute souche ayant un profil XDR ou 

PDR (fig.51). 

 

Figure.51. Prévalence des isolats forts producteurs de biofilm multirésistants (N=62). 
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Lima et al. (2018) au Brésil ont trouvé que 48,4 % des isolats de P. aeruginosa 

producteurs de biofilm étaient MDR et 51,6 % n'étaient pas MDR. Le même auteur a rapporté 

dans une autre étude que 47/59 des isolats de P. aeruginosa à forte production de biofilm 

présentaient un profil XDR, 11/59 étaient des MDR et 1/59 N-MDR (Lima et al., 2020). Dans 

une autre étude, Abidi et al. (2013) ont rapporté que la production de biofilm était 

significativement plus élevée dans les isolats MDR.  

 L’étude de Karami et al. (2020) a rapporté que 96,2% des isolats (à la fois MDR et 

non-MDR) d'isolats cliniques et environnementaux avaient la capacité de créer le biofilm et 

qu’il existe une corrélation significative entre la forme MDR et la formation de biofilm. 

Contrairement aux résultats actuels, des études antérieures de différentes régions du monde ont 

montré une prévalence plus faible de formation de biofilm, et par conséquent aucune association 

entre la production de biofilm et la résistance aux antibiotiques (Prince et al., 2008 ; Hou et 

al., 2012). 

6. Activité antibactérienne des huiles essentielles 

Pour étudier la possibilité de trouver une alternative thérapeutique naturelle, on a testé 

l’effet des huiles essentielles sur le groupe des bactéries présentant une résistance aux 

carbapénèmes par production d’une enzyme MBL. 

Un ensemble de 26 souches a été le sujet d’étude. La méthode de diffusion sur milieu gélosé a 

permis de déterminer l’action des 8 huiles essentielles testées sur différentes souches 

bactériennes. Selon Swamy et al. (2016) trois principaux facteurs peuvent influencer les 

résultats d’un test de l’activité antimicrobienne d’une huile essentielle : la composition de 

l’huile essentielle, la solubilité de l’huile essentielle, le type de microorganisme et la vitesse de 

sa croissance. 

6.1. Activité antibactérienne d’Artemisia dracunculus L. 

 Les résultats de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle d’Artemisia dracunculus 

L. sont mentionnés dans la figure 52 . Les résultats obtenus de l’huile brute (100%) présentaient 

des réactions variables des souches vis-à-vis à l’HE de Artemisia dracunculus L et indiquaient 

que leur profil de résistance aux antibiotiques a beaucoup influencé celui à l’HE testée avec 

84.62% de souches résistantes (diamètre <8mm), et 15.38% étaient sensibles (8mm <diamètre 

<10mm). Il existe une corrélation entre la composition chimique de l’HE et son activité 

antimicrobienne. Cependant pour les concentrations 50% et 25% toutes les souches étaient 

résistantes avec des diamètres d’inhibition <8mm. L’analyse statistique des résultats de 
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l’activité antibactérienne de cette huile a montré une p˂0.0001 traduisant des différences 

significatives entre les résultats. 
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Figure.52. Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE d’Artemisia 

dracunculus L (N=27),   A : huile brute (concentration 100%), B : concentration 50%, C : 

concentration 25%. 

L’activité antibactérienne d’Artemisia dracunculusL peut être due à certains composés actifs 

possédant un cycle phénolique, sont considérés comme toxiques pour les micro-organismes et 

les composés alcaloïdes affectent les protéines extracellulaires et inhibent la croissance de ces 

derniers (Cowan, 1999). Les degrés variables de résistance des souches étudiées peuvent être 

dus à la fois à la tolérance intrinsèque des micro-organismes et à la nature et aux 

combinaisons de phytocomposés présents dans l'huile essentielle (Norajit et al., 2007). 

Plusieurs études ont rapporté que les effets synergiques entre les composés actifs d'une 

huile essentielle tels que le α-pinène, le β-phellandrène, le linalol, le terpinène-4-ol, le α-

terpinéol, le -caryophyllène, le germacrène D et l'oxyde de caryophyllène identifiés dans l'huile 

essentielle d'A. dracunculus peuvent participer à son action antimicrobienne (Liu et al., 2018). 

 Osanloo et al. (2020) dans leur étude sur les HE des plantes médicinales ont indiqué 

l’effet bactéricide de l’HE d’Artemisia dracunculus sur la croissance de P.aeruginosa. Ainsi, 

l’HE d’Artemisia dracunculus avait un effet antibactérien contre la croissance de P. aeruginosa 

Ainsi, l’HE d’Artemisia dracunculus avait un effet antibactérien contre la croissance de P. 
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aeruginosa (Abdollahnejad et al., 2016). Et Ribeiro et al. (2016) ont indiqué une sesibilité de 

P.aeruginosa MDR à l’extrait hydroéthanolique d’estragon.    

Mais Behbahani et al.  (2017) ont signalé une résistance remarquable de P.aeruginosa contre 

l’HE d’estragon avec ses différentes concentrations. De même  (Petrosyan et al., 2018) ont 

trouvé une faible sensibilité à cette huile de P.aeruginosa étudié. Les huiles essentielles des 

parties aériennes d'Artemisia arborescens et d'Artemisia judaica ont montré une capacité 

antibactérienne réduite contre P. aeruginosa, E. coli et E. cloacae (Janaćković et al., 2015). 

6.2. Activité antibactérienne de Juniperus communis 

Les résultats de l’activité antibactérienne de l’HE de Juniperus communis sont 

indiquaient sur la figure 53. Suivant les diamètres d’inhibition obtenus 53.85% des souches 

étudiées étaient très sensibles à l’HE testée (<16mm) pour les différentes concentrations ce qui 

reflète l’action bactéricide des composés actifs de l’HE de J. communis. Le reste des souches 

présentaient une résistance avec des diamètres <8mm. L’huile brute a montré plus d’inhibition 

par rapport aux autres concentrations (50% et 25%). Les résultats étaient statistiquement 

différents avec p˂0.0001.  
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Figure.53. Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de Juniperus 

communis (N=27), A : huile brute (concentration 100%), B : concentration 50%, C : 

concentration 25%. 
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Les fractions les plus actives de l'huile essentielle de J. communis α-pinène et sabinène 

ont inhibé plusieurs souches bactériennes, P. aeruginosa DV5999 était le germe le moins 

sensible à tous les échantillons de l’HE du Genévrier commun. (Glišić et al., 2007).Angioni et 

al. (2003) ont rapporté que l'activité antimicrobienne des huiles de Juniperus communis était 

généralement réduite contre P.aeruginosa, ce qui est en accord avec nos résultats. P.aeruginosa 

est connu pour avoir un niveau élevé de résistance intrinsèque à pratiquement tous les 

antibactériens et antibiotiques connus en raison de sa barrière membranaire très restrictive. 

L’HE de Juniperus communis inhibait les isolats cliniques de P. aeruginosa formatrices de 

biofilm (Camporese, 2013). L'huile essentielle de genévrier possèdeune activité bactéricide 

contre les souches bactériennes Gram-négatives testées (Pepeljnjak et al., 2005). Mais pour 

l’HE du génévrier poussant à l'état sauvage au Kosovo de P.aeruginosa en était résistant pour 

les trois concentrations testées (1mg/l, 3mg/l et 5mg/l) (Haziri et al., 2013). 

6.3. Activité antibactérienne d’Artemisia herba alba 

Les résultats de l’activité antibactérienne de l’HE d’Artemisia herba alba sont regroupés 

dans la figure 54. Les résultats ont montré que l’huile essentielle d’Artemisia herba alba avait 

une activité antibactérienne variable contre toutes les souches testées. Les zones d'inhibition 

étaient de l'ordre de 10.23-15.18mm pour l’huile brute et entre : 8.12-13.28 mm et 6.2-11.28mm 

pour les concentrations 50% et 25% respectivement. Tous les résultats étaient statistiquement 

différents avec p˂0.0001. La quasi-totalité des souches basculaient entre sensibles et très 

sensibles pour les différentes concentrations, sauf 3 souches qui ont été résistantes (<8mm) pour 

la concentration 25%. D’après Ponce et al. (2003), toutes les souches étudiées étaient entre 

sensibles et très sensibles ce qui traduit l’efficacité antibactérienne de cette huile.  

L'activité antibactérienne de l’HE d'Artemisia herba alba serait liée à ses composants 

monoterpènes oxygénés, diterpènes et sesquiterpènes (Zouari et al., 2010). De plus, le camphre 

qui est le composant le plus abondant de l’HE d'Artemisia herba-alba présente une activité 

bactériostatique contre P.aeruginosa (Imelouane et al., 2010). Le 1,8-cinéole un autre 

composant majeur de l’HE d’Artemesia herba alba a déjà été démontrées comme ayant de 

puissantes activités antimicrobiennes in vitro (Kordali et al., 2005). 
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Figure.54. Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE d’Artemesia herba 

alba (N=27),   A : huile brute (concentration 100%), B : concentration 50%, C : concentration 

25%.. 

Certaines études ont montré que ces composés diffusent et endommagent l'intégrité et 

la fonction de la membrane cellulaire, modifient le potentiel membranaire, provoquent une perte 

du contenu cytoplasmique et entraînent des déficits du métabolisme énergétique et respiratoire 

dans les mitochondries (Bakkali et al., 2008). Sans oublier que l'efficacité biologique des huiles 

essentielles est liée à leurs différents constituants chimiques (majeurs, mineurs et leurs rapports 

mutuels) agissant soit de manière synergique, soit de manière antagoniste avec les composants 

majeurs (Pavela et al., 2014).La littérature actuelle rapporte le potentiel important de l’HE d'A. 

herba-alba comme agent antimicrobien contre les bacilles Gram-négatif (Della Pepa et al., 

2019).En parallèle, les résultats obtenus par Eltawaty et al.(2020) ont montré une inhibition de 

la croissance des isolats cliniques de P. aeruginosa testés avec des diamètres d'inhibition 15,8 

mm respectivement. En outre, l’activité antimicrobienne des huiles d'A. herba-alba originaires 

du sud de la Tunisie a été évaluée et les résultats ont montré qu’elles étaient actives contre les 

micro-organismes testés (Mighri et al., 2010). 



Résultats et discussion 

119 
 

Par contre, Lakehal et al. (2017) ont rapporté la résistance de P.aeruginosa à l’huile 

essentielle d'Artemisia herba alba avec a été une zone d'inhibition de 6mm. De même, l’huile 

essentielle d'Artemisia herba alba collectée du sud de la Tunisie était inactive sur P. aeruginosa 

(Akrout et al., 2010) et celle collectée au Maroc, a montré une faible activité contre P. 

aeruginosa MDR (Ed-Dra et al., 2021). 

6.4. Activité antibactérienne de Lavandula angustifolia  

La figure 55 englobe les résultats de l’activité antibactérienne de l’HE de Lavandula 

angustifolia.  

L’HE de Lavandula angustifolia a montré une faible activité antibactérienne avec 

84.62% des souches étaient résistantes dont leurs diamètres d’inhibition étaient <8mm et cela 

pour les différentes concentrations (100%, 50% et 25%). Le reste des souches étudiées 

présentaient un profil sensible avec moins de 13 mm de diamètre dans leurs zones d’inhibitions. 

Les résultats présentaient une différence statistique (p˂0.0001).  

 

A 

P
.a

e
ru

g
in

o
s

a
 A

T
C

C
 (

2
7

8
5

3
)

2
7

5
d

2
1

6

1
3

1
5

2
0

9
7

1
5

9

1
3

2
0

2
6

1

1
9

6
 P

s

3
7

4

2
5

7

3
5

8

1
4

9

3
0

0

3
5

7

5
4

5

2
7

4

4
0

3

2
9

0

2
6

2

3
6

8
 b

1
5

6

5
0

6

3
0

1

6
4

1
4

3

1
6

5

0

5

10

15

Lavendula angustifolia  100%

D
ia

m
è
tr

e
 d

e
 l
a
 z

o
n

e

d
'i
n

h
ib

it
io

n
 (

m
m

)

 

 



Résultats et discussion 

120 
 

B 

                        P
.a

e
ru

g
in

o
s

a
 A

T
C

C
 (

2
7

8
5

3
)

2
7

5
d

2
1

6

1
3

1
5

2
0

9
7

1
5

9

1
3

2
0

2
6

1

1
9

6
 P

s

3
7

4

2
5

7

3
5

8

1
4

9

3
0

0

3
5

7

5
4

5

2
7

4

4
0

3

2
9

0

2
6

2

3
6

8
 b

1
5

6

5
0

6

3
0

1

6
4

1
4

3

1
6

5

0

5

10

15

Lavendula angustifolia  50%

D
ia

m
è
tr

e
 d

e
 l
a
 z

o
n

e

d
'in

h
ib

it
io

n
 (

m
m

)

 

C 

P
.a

e
ru

g
in

o
s

a
 A

T
C

C
 (

2
7

8
5

3
)

2
7

5
d

2
1

6

1
3

1
5

2
0

9
7

1
5

9

1
3

2
0

2
6

1

1
9

6
 P

s

3
7

4

2
5

7

3
5

8

1
4

9

3
0

0

3
5

7

5
4

5

2
7

4

4
0

3

2
9

0

2
6

2

3
6

8
 b

1
5

6

5
0

6

3
0

1

6
4

1
4

3

1
6

5

0

2

4

6

8

10

Lavendula angustifolia  25%

D
ia

m
è
tr

e
 d

e
 l
a
 z

o
n

e

d
'i
n

h
ib

it
io

n
 (

m
m

)

 

Figure.55. Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de Lavandula 

angustifolia (N=27),   A : huile brute (concentration 100%), B : concentration 50%, C : 

concentration 25. 
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Mahboobi et al. (2006) dans leur étude sur l’effet antibactérien des HEs, ont trouvé une 

grande activité bactéricide de l’HE de la lavande contre des souches MDR de P. aeruginosa. 

L’HE de Lavandula angustifolia a montré une bonne activité antibactérienne contre une gamme 

de bactéries, y compris P. aeruginosa (Moon et al., 2004).  

L’HE extraite de L. angustifolia collectée au Maroc a démontré la plus grande efficacité contre 

P. aeruginosa (Moussi et al., 2019). L’HE de la lavande avait une inhibition importante de la 

croissance des bactéries Gram-négatives (Predoi et al., 2018). Aussi Andrys et al. (2017) dans 

leur étude sur plusieurs HE de L. angustifolia soumises à différentes condtitions de cultutre ont 

montré une grande action antibactérienne sur les souches de P.aeruginosa testées.  L'activité 

bactéricide des HE pourrait représenter une solution possible contre la diffusion toujours plus 

importante de la résistance aux antimicrobiens liée au mésusage des antibiotiques dans la 

pratique humaine et vétérinaire (Amuka et al., 2013). Il a été montré que la présence d'une 

grande quantité de composés phénoliques actifs dans l'HE tels que le linalol et l'acétate de 

linalyle présentait de fortes propriétés antimicrobiennes (Sienkiewicz et al., 2011). L'huile 

essentielle de sources naturelles peut traverser avec succès les parois cellulaires des bactéries 

et leur membrane cytoplasmique en induisant des troubles des macromolécules (acides gras, 

polysaccharides et phospholipides) (Bakkali et al., 2008). Les principaux composants actifs 

identifiés dans cette huile sont le linalol, l'acétate de linalyle, le caryophyllène, le terpinène-4-

ol le bornéol, α-pinène, et terpinéol, ils sont considérés par un certain nombre d'études comme 

possédant un fort effet antimicrobien (Blazekovic et al., 2011 ; Jianu et al., 2013). 

Une faible inhibition de la croissance de P. aeruginosa de l’HE de la lavande 

(Prabuseenivasan et al., 2006). Tous les isolats de P. aeruginosa étaient résistants même à la 

concentration la plus élevée de l’HE de Lavandula angustifolia (Hossain et al., 2017). Dans 

une étude australienne, l’HE de la lavande n’a pas montré aucune efficacité contre la croissance 

de P. aeruginosa (Moon et al., 2006). Dans l'étude de Chemloul (2014), Lavandula 

angustifolia n'a pas montré une activité élevée contre les bactéries testées.P.aeruginosa était 

moins sensible à l’action de l’HE de la lavande dans l’étude de Perovic et al. (2019). 
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6.5. Activité antibactérienne de Citrus limon 

Les résultats de l'activité antibactérienne sont donnés dans la figure 56                                                       
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Figure.56. Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de Citrus limon 

(N=27),   A : huile brute (concentration 100%), B : concentration 50%, C : concentration 

25%. 

. Nos résultats montrent que les isolats MDR de P.aeruginosa ont montré une 

divergence dans leurs zones d’inhibition en contact avec l’HE de Citrus limon. Entre les trois 

concentrations testées les diamètres d’inhibition se situaient entre 1 et 19.65 mm ce qui permet 

de classer les souches en trois catégories : résistantes, sensibles et très sensibles. Pour la 

concentration 100% un total de 8 souches ont été résistantes, 10 souches résistantes pour la 

concentration 50% et pour la concentration 25%, 12 souches en ont été résistantes. Et donc la 

concentration 100% est celle qui avait plus d’effet inhibiteur sur la croissance des souches 

étudiées.  

Il a été montré que de nombreuses huiles essentielles promettent une activité 

antimicrobienne importante contre les agents pathogènes nocifs qui résistent aux antibiotiques 

couramment utilisés, où ces huiles contiennent plusieurs composés actifs qui portent différents 

groupes fonctionnels qui leur font jouer un rôle important dans la lutte contre les agents 

pathogènes (Mimica-Dukic et al., 2003). 

 

 

 



Résultats et discussion 

124 
 

Les huiles essentielles d’agrumes représentent une classe importante de substances 

chimiques sécrétées par les plantes, présentant plusieurs avantages pour la santé humaine. Les 

principaux composés de l'huile essentielle de citron se sont avérés être le limonène (37,5%), β-

pinène (17,9%) et α-pinene (Nikolić et al., 2017). Les résultats de la majorité des études ont 

montré que l’huile essentielle de citron avait une certaine activité antimicrobienne associée aux 

composants phytochimiques monoterpéniques ou sesquiterpénique et leurs dérivés oxygénés. 

Cette huile hydrophobe peut atteindre l’espace périplasmique des cellules bactériennes à travers 

les protéines porines (Lambert et al., 2001).  

Les huiles essentielles de Citrus limon de Roumanie ont été les plus actives contre un 

certain nombre d'agents pathogènes (Man et al., 2019). Osanloo et al. (2020) ont trouvé une 

activité antibactérienne de l’HE de Citrus limon contre P. aeruginosa. L’HE du citron présentait 

une grande activité antibactérienne contre P. aeruginosa (Prabuseenivasan et al., 2006). Nos 

résultats sont en accord avec les résultats d’une étude montrant que l’extrait de citron était très 

efficace à toutes les concentrations utilisées (25 %, 50 %, 75 % et 100 %) sur tous les 

Pseudomonas aeruginosa isolées chez des brûlés et la zone d'inhibition la plus élevée était de 

45, 40, 30 et 25 mm pour des concentrations de 100 %, 75 %, 50 % et 25 % (v/v) respectivement 

(Basam et al., 2018). En outre, l’HE de Citrus limon, extrait par hydrodistillation de citron 

récolté dans la région de Takariet wilaya de Bejaia, a montré une activité antimicrobienne 

importante sur des souches bactériennes à Gram négatif testées notamment P. aeruginosa. 

(Himed et al., 2016). Cependant, Hammer et al. (1999) ont montré une faible efficacité de 

l’HE de Citrus limon contre P.aeruginosa. 

6.6. Activité antibactérienne de Rosmarinus officinalis L  

Les résultats de l'activité antibactérienne sont présentés dans la figure 57. L’HE de 

Rosmarinus officinalis L a montré une grande efficacité contre les souches étudiées dont la 

majorité étaient très sensibles (<20mm) et deux souches extrêmement sensibles sauf pour la 

souche de référence qui a été résistantes à toutes les concentrations testées et seule une souche 

MDR était résistante à la concentration 25%. La concentration qui a le plus grand effet 

antibactérien était 100%.  Les résultats obtenus pour l'huile de Rosmarinus officinalis L . étaient 

statistiquement différents p˂0.000.1.  
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Figure.57. Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de Rosmarinus 

officinalis L (N=27),   A : huile brute (concentration 100%), B : concentration 50%, C : 

concentration 25%. 

Les métabolites secondaires du romarin tels que les diterpènes phénoliques, le carnosol, 

l'acide carnosique, le carnosate de méthyle, le rosmanol et l'épirosmanol, et les acides 

phénoliques tels que les acides férulique, rosmarinique, chlorogénique et caféique, possèdent 

diverses activités biologiques, notamment l’activité antimicrobienne (Klancnik et al., 2009) . 

L'action antibactérienne des huiles essentielles est due à des mécanismes différents, où le plus 

documenté est la rupture de la membrane cellulaire par les composés lipophiles. Les terpènes 

et les terpénoïdes sont des composés lipophiles qui traversent la paroi cellulaire et la membrane 

cytoplasmique, provoquant une perturbation de leur structure, altérant leur perméabilité. La 

perméabilisation génère généralement une cascade de réactions, parmi lesquelles on peut citer 

: la perte d'ions, la diminution du potentiel membranaire et l'effondrement des pompes à protons 

(Dreger and Wielgus, 2013). 
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Mourad et al. (2016) ont trouvé une activité très élevée de l’HE du romarin contre P. 

aeruginosa. Les résultats de l’étude de démontrent que l'huile essentielle de Saviuc et al. (2016) 

Rosmarinus officinalis et l'un de ses composés majoritaires, le 1,8-cinéole (eucalyptol) 

présentaient une très bonne activité antimicrobienne contre les souches de P. aeruginosa MDR.. 

Une activité antibactérienne très élevée d’ l’HE du romarin inhibant la croissance de P. 

aeruginosa (Prabuseenivasan et al., 2006). Ainsi que Araby and El-Tablawy. (2016) ont 

rapporté une activité antibactérienne élevée l’HE du romarin contre tous les isolats cliniques de 

P. aeruginosa testés (MDR), avec une zone d'inhibition entre 13-30 mm. Toutefois, il a été 

constaté que l'activité de l'extrait de Rosmarinus officinalis était modérée contre les isolats de 

P. aeruginosa (Manilal et al., 2021) 

6.7. Activité antibactérienne de Zingiber officinale 

Les résultats de l'activité antibactérienne sont donnés dans la figure 58.       
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              Figure.58. Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE de Zingiber officinale        

(N=27),   A : huile brute (concentration 100%), B : concentration 50%, C : concentration 25%. 
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Les résultats indiquaient de grands niveaux de sensibilité envers l'huile de gingembre testée de 

l’ensemble souches bactériennes. Toutes les souches étaient entre sensibles et très sensibles 

envers toutes les concentrations utilisées de l’HE du Z.officinale où les diamètres d’inhibition 

variaient de 9.04 mm à 18.17 mm. Mais, la souche de référence a présenté une résistance totale 

vis-à-vis cette huile avec ses différentes concentrations.  

L’activité antimicrobienne remarquable des huiles essentielles et des extraits des plantes 

peut être due à des composés phénoliques et que l'huile essentielle de gingembre contient des 

quantités considérables de composés phénoliques (eugénol, shogaols, zingérone, gingérodiols, 

gingérols, etc.), qui pourraient être responsables de cette puissance antimicrobienne (Singh et 

al., 2008). l'huile testée démontre une onhibition des souches étudiées cela laisse suggérer 

l’existance de cibles cellualires, comme la membrane plasmique, puisque les constituants des 

huiles essentielles ont des propriétés lipophiles qui interagissent avec les membranes en 

modifiant leur fluidité et leur perméabilité (Berger, 2007).  

Sharma et al. (2016) ont rapporté que les micro-organismes étaient plus sensibles à 

l'HE de gingembre que la tétracycline et le fluconazole utilisés comme contrôle positif. Hassan 

et al.  (2017) ont démontré que P. aeruginosa était plus sensible à l'huile de gingembre. Les 

résultats obtenus dans notre étude corroborent ceux de qui ont observé que l’HE de gingembre 

présentait un effet inhibiteur maximal contre P. aeruginosa (Mourad et al., 2016). Z.officinale 

s'est avéré efficace pour inhiber la croissance de P. aeruginosa et provoque également 

l'inhibition de la formation de biofilm par ce germe (Chakotiya et al., 2017). Cela présente son 

potentiel contre P. aeruginosa, ce qui indique son utilité supplémentaire pour cibler les 

infections causées par cette bactérie au niveau préclinique et clinique. De même, Osanloo et al. 

(2020) ont rapporté l’inhibition de la croissance de P. aeruginosa par sous l’effet de l’HE de 

Zingiber officinale. L’extrait de Zingiber officinale  a montré une faible activité antibactérienne 

contre les souches de P. aeruginosa  (Islam et al., 2014). L'huile essentielle de rhizomes de 

Zingiber officinale du Brésil avec comme principaux composants α-zingiberène, α-farnésène, 

β-bisabolène et géranial avait les diamètres de zone d'inhibition moins élevés pour P. 

aeruginosa (Mesomo et al., 2013). En outre, chez des bacilles Gram-négatifs, l’HE de Zingiber 

officinale a inhibée leur croissance en raison de la présence de constituants actifs tels que 

l'endobornéol et le gingérol (Sivasothy et al., 2011). Une étude sur 15 souches bactériennes a 

rapporté des résultats validant l'utilisation de Z. officinale comme altérnetaive naturelle pour 

traiter des maladies d'origine infectieuse possible (Pfeiffer et al., 2006). 
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6.8. Activité antibactérienne d’Eucalyptus globulus 

La figure 59 comprend les résultats de l’activité antibactrienne de l’HE d’Eucalyptus globulus  
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Figure.59. Activité antibactérienne des différentes concentrations de l’HE d’Eucalyptus 

globulus (N=27),   A : huile brute (concentration 100%), B : concentration 50%, C : 

concentration 25%. 

La lecture des diamètres des zones d’inhibition a révélé que la croissance de la majorité 

des souches de P. aeruginosa n’at pas été inhibée par l’HE d'eucalyptus. 12/26 souches ont été 

résistantes à la concentration 100% et le reste des souches étaient sensibles avec des diamètres 

<10mm.  Tandis que pour les concentrations 50% et 25% toutes les souches ont été résistantes. 

Les résultats étaient statistiquement différents (p˂0.0001). Parmi les différentes huiles testées 

dans ce travail, seule l’HE d’Eucalyptus globulus qui a montré le plus faible effet antibactérien. 

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles dépendent du type de leurs constituants 

chimiques et diffèrent par le mode d’action des composants majeurs (Swamy et al., 2016). 

Oyedeji et al. (1999) ont démontré des activités antibactériennes considérables sur les 

bactéries à Gram négatif des huiles essentielles de cinq variétés d’eucalyptus du Nigéria. 

L’huile essentielles d'Eucalyptus citriodora a été examinée pour l'activité antibactérienne et la 

zone d'inhibition pour P. aeruginosa était 10.9 ± 0.77 mm (Insuan and Chahomchuen, 2020). 

Le mécanisme d’action des HE consiste à perturber l’équilibre osmotique ce qui entraîne une 

perte des composants intracellulaires et provoque la mort cellulaire (Zengin and Baysal, 2014). 
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Mota et al. (2015) ont présenté le même résultat pour l'HE d'eucalyptus mais Kesbi (2011) a 

rapporté l'efficacité de cette huile sur le P. aeruginosa par rapport aux autres bactéries. 

L’HE d'eucalyptus était peu active contre P. aeruginosa MDR (Mulyaningsih et al., 

2011). Mourad et al. (2016) ont rapporté que l’HE d'eucalyptus n’a pas montré aucune 

inhibition de la croissance de P. Aeruginosa. Selon la Coopération scientifique européenne en 

phytothérapieL’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est particulièrement active contre les 

bactéries suivantes : Listeria monocytogenes, Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus, 

Enterococcus spp, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae, Salmonella choleraesuis, 

Salmonella enteritidis, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes. En revanche, elle n’est pas 

active sur Escherichia Coli ou Pseudomonas aeruginosa (ESCOP, 2009). 

La faible efficacité des Eos est probablement due aux pertes des composés volatils de 

l'huile essentielle lors du stockage et/ou de l'extraction et à l'évaporation des composants 

volatils pendant la période d'incubation, ce qui réduirait la concentration des HE, et donc leur 

activité antibactérienne (Chemloul, 2014). Généralement, les huiles essentielles sont peu 

solubles dans l'eau, ce qui a induit de nombreux problèmes pour étudier leur activité 

antibactérienne, comme le rapporte Kezzouna (2015). 

Les résultats obtenus dans cette section ont permis de confirmer l’activité 

antibactérienne d’au moins 4 huiles essentielles sur gélose contre les souches MDR de 

P.aeruginosa. Il a été possible de conclure que les huiles essentielles de   avaient une très 

importante activité contre cette bactérie. Trois concentrations ont été testées, les souches de 

P.aeruginosa ont montré une sensibilité pour la concentration 100%.  

La différence entre les résultats obtenus pour chaque huile confirme que chaque huile 

possède un mécanisme d’action particulier et spécifique aux principes actifs et à leur quantité 

dans l’huile. Tous ces résultats nous révèlent que les HE possèdent effectivement un potentiel 

antimicrobien important exploitable dans le contrôle de la croissance des bactéries pathogènes 

et multirésistantes. 
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La sensibilité réduite aux antibiotiques est un problème mondial croissant et cela a été 

largement rapporté dans les isolats cliniques de P.aeruginosa, ce qui rend l'infection par cette 

bactérie difficile à traiter. P. aeruginosa est devenu résistant à de nombreux antimicrobiens, 

notamment les carbapénèmes, les aminoglycosides, les fluoroquinolones et la colistine, qui 

étaient considérés comme les antibiotiques les plus efficaces pour traiter les bactéries 

multirésisantes. L’Organisation Mondiale de la Santé a inclus cette espèce bactérienne dans le 

groupe critique de la liste des « agents pathogènes prioritaires, multirésistants aux 

antibiotiques», considérés parmi les plus menaçants pour la santé humaine et particulièrement 

dans les structures de soin. La menace persiste plus dans les pays en voie de développement 

suite à l’automédication, à la vente et la consommation anarchique des antibiotiques en dehors 

des structures légales. 

Notre travail a porté sur un total de 277 isolats de P. aeruginosa non dupliqués des 

prélèvements émanant des services du CHU de Batna à l’Est Algérien. L’identification 

biochimique (API 20NE) et moléculaire par MALDI-TOF a confirmé la pureté des souches et 

a révélé une variabilité dans leur biotype. La majorité des isolats ont été détectés dans des 

prélèvements de pus, chez les patients brûlés de sexe masculin avec un intervalle d’âge de [20-

40 ans]. 

L’étude de la résistance aux antibiotiques in vitro a indiqué différents niveaux de 

résistance selon les familles d’antibiotiques où la rifampicine et les β-lactamines ont enregistrés 

les niveaux les plus élevés suivis par les aminoglycosides, cependant, la colistine et les 

fluoroquinolones semblaient avoir plus d’action sur nos isolats. On a constaté une prévalence 

de 26.87% de souches MDR avec l’absence totale de toute souche XDR et PDR.  

La propagation des souches de P. aeruginosa multirésisantes en particulier celles qui produisent 

des MBL constitue une réelle préoccupation. Nous avons rapporté un taux de 19,38% de 

résistance aux carbapénèmes (CRPA) dont 14.1% présentaient une production de 

carbapénémase de type VIM-4. Ces souches étaient isolées essentiellement chez des brûlés 

appartenant à la tranche d’âge entre [0-10 ans] qui présentaient des capacités immunitaires 

réduites. Le typage moléculaire par PFGE de ces souches indiquait une cotransmission entre 

les patients, les résultats de MLST ont également montré l’incidence de plusieurs séquences 

types épidémiques telles que ST244 et ST381. La présence du même pulsotype chez deux 

patients différents occupant le même service ou non traduit la cotransmission de ces souches. 

La dissémination des isolats producteurs de carbapénémase est sujette aux variations  
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géographiques et la variabilité des mesures d'hygiène hospitalière, des facteurs 

épidémiologiques et des politiques d'utilisation des antibiotiques entre les différents 

établissements de santé à travers le monde. 

La deuxième catégorie des souches CRPA est celle des souches surexprimant les pompes 

d’efflux avec des CMI de carbapénèmes élevées. Ces souches présentaient également une 

résistance associée aux aminoglycosides. Les résultats de clonalité génétique a montré une 

diversité de ST (ST244, ST 1076...etc.) et de pulsotypes avec une cotransmission de clones 

entre patients. 

La résistance aux aminosides est courante et résulte généralement de l'inactivation de 

l’antibiotique par des enzymes AME codées par des plasmides ou des chromosomes ou par des 

mécanismes de résistance induits par mutation. Aucun gène n’a été identifié pour les souches 

résistantes aux aminoglycosides.  

Nous rapportons aussi une résistance aux fluoroquinolones suite aux mutations des 

gènes gyrA, gyrB, parC et parE. Il faut noter que ces souches appartenaient à plusieurs clones 

et avaient des différentes ST. 

Nos résultats mettent l'accent sur l‘apparition de souches résistantes à la colistine qui 

représentaient 1.76% de l’ensemble des isolats. Les mutations dans les systèmes à deux 

composants PHoPQ  et PmrAB indique l’absence de résistance plasmidique. Le génotypage a 

révélé une différence dans les clones.  

La réduction de l'utilisation aveugle et l’abus d'antibiotiques à large spectre, le respect de 

l'hygiène des mains, la détection précoce, l'éducation et la formation à la prescription 

d'antibiotiques, le nettoyage de l'environnement, les précautions de contact et la surveillance 

active sont des stratégies recommandées pour la prévention et la lutte contre la propagation de 

ces souches soi-disant « superbugs ». Sans oublier le fardeau socio-économique considérable 

imposé par l’antibiorésistance ce qui incite la recommandation d’une étroite surveillance de 

l’épidémiologie locale de ce pathogène. 

Les biofilms sont une cause majeure d'infection bactérienne récurrente et récalcitrante, 

entraînant une augmentation de la morbidité chez le patient, une augmentation de la durée 

d'hospitalisation et une augmentation de la charge économique et de l'épuisement des 

ressources. Parmi les trois méthodes phénotypiques utilisées pour détecter la formation de 

biofilm, la méthode de C.R.A, la méthode TM et la méthode TCP. La sensibilité de détection 
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de souches formatrices de biofilm dépendait du type de méthode utilisée. On a pu détecter 24% 

de souches à formation positive de biofilm par CRA, 19% de forts producteurs de biofilm par 

TM et 27% de souches à formation intense de biofilm par TCP. Et donc on peut conclure que 

la TCP est une méthode avec une bonne reproductibilité et une bonne spécificité et la TM est 

considérée comme moins sensible. Cette méthode peut être utilisée en routine dans le 

laboratoire de microbiologie pour détecter la formation de biofilm. La prévalence élevée des 

isolats producteurs de biofilm, impliqués chez les patients brûlés, est un problème sérieux qui 

rend le traitement des infections des plaies difficile et compliqué.  Le taux de souches MDR 

formatrices de biofilm variait entre 28.30% et 33.33%.  La triste réalité est inquiétante en raison 

de la propagation de la formation de biofilm. La détection précoce de la formation de biofilm 

est une étape primordiale pour moduler les stratégies de traitement, prévenir et gérer les 

infections résultantes et ainsi réduire la mortalité et la morbidité.  

La présente étude nous a permis d'évaluer et de comparer le potentiel antibactérien de 8 

huiles essentielles ; Juniperus communis, Eucalyptus globulus, Artemisia dracunculus L., 

Citrus limon, Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis L., Zingiber officinale et 

Artemisia herba alba. L'HE de Zingiber officinale, Artemisia herba alba et Rosmarinus 

officinalis L Les résultats obtenus s’avèrent prometteurs dans l’agrandissement de l’arsenal 

thérapeutique des huiles essentielles dotées de propriétés antimicrobiennes ce qui rend leur 

commercialisation utiles dans l'industrie pharmaceutique comme alternative aux antibiotiques 

pour la prévention et le traitement de P.aeruginosa MDR. Cependant quelques huiles n’ont pas 

montré une grande efficacité contre les souches testées voire même inéfficace notamment 

Eucalyptus globulus, Artemisia dracunculus L et Lavandula angustifolia. 
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 En perspectives de ce travail, il serait intéressant de : 

-Approfondir l’étude génétique des résistances étudiées chez P.aeruginosa notamment associés 

aux β-lactamines par la surexpression des systèmes d’efflux aussi que la résistance aux 

aminoglycosides qui peut nécessiter un séquençage au-delà des gènes et qui peut aller au 

génome entier afin d’identifier tous les supports génétiques contribuant à cette résistance ; 

-La lutte efficace contre les biofilms nécessite la connaissance approfondie possible des 

mécanismes de leur formation rendue abordable par l’utilisation des méthodes fiables. 

-Etude de la cinétique des facteurs contrôlant les étapes de formation de biofilm et la 

caractérisation des principaux supports géniques impliqués dans l’expression du biofilm ce qui 

pourrait contribuer à comprendre l’installation du biofilm et en mettre au point une 

thérapeutique adéquate ; 

-Etudier l’action des antibiotiques au sein d’une matrice de biofilm à P.aeruginosa ; 

-D'autres études toxicologiques et cliniques avec la détermination des CMI des huiles 

essentielles  sont nécessaires pour bien comprendre l’action des huiles. 

 L'émergence des souches résistantes limite les options thérapeutiques, ainsi on doit 

recommander ce qui suit :  

-Les hôpitaux  algériens doivent développer de meilleures stratégies pour prévenir et contrôler 

les infections par la mise en œuvre de protocoles d'hygiène stricts pour contrôler la transmission 

croisée entre les patients, y compris des politiques d'utilisation des antibiotiques, l'isolement 

des patients atteints de souches MBL et des études de surveillance régulières.  

-La compréhension de la résistance aux antibiotiques dans les hôpitaux algériens nécessite des 

études plus approfondies et de lancer des enquêtes épidémiologiques portant sur toutes les 

souches résistantes et leur transmission à travers les hôpitaux du pays. 

-Il est aussi important d’avoir l’historique de chaque malade bien enregistré dans une base de 

données consistantes et informatisées qui pourra être communiquée entre l’hôpital et les centres 

d’aide première l’historique les différents établissements de santé en Algrie afin d’assurer une 

bonne traçabilité, positionner les foyers de contaminations et suivre la transmission des souches 

MDR , 

-Interdire toute vente d’antibiotique sans préscription médicale
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Annexes 

Annexe1 : Tableau de Lecture de la galerie API 20 NE (Bio-Mérieux). 
 

Tests Substrats Réactions 

Enzymatiques 

Résultats 

Négatifs Positifs 

No3 Potassium nitrate Réduction des nitrates en 

nitrites 

NIT1+NIT2 (2 à5 min) 

Incolore Rose-rouge 

ZN (5min) 

Rose Incolore 

TRP L-tryptophane Réduction des nitrates en 

nitrites 

JAMES (immédiat) 

Incolore/vert- 
pale/ jaune 

Rose 

GLU D-glucose Fermentation du glucose Bleu à vert Jaune 

ADH L-arginine Arginine du glucose Jaune Orange/rose/ 
rouge 

URE Urèe Urèase Jaune Orange/rose/ 
rouge 

ESC Esculine citrate de 
fer 

Hydrolyse (B-glucosidase) 
(esculine) 

Jaune Grise/marron 
/noir 

GEL Gèlatine Hydrolyse protéase 
gélatine 

Pas de diffusion 
de pigment 

Diffusion de 
pigment noir 

PNPG 4-nitrophènyl-B-D- 

galactopyranoside 

B-galactosidase (para- 

nitophenyl-B-D- 
galactopyranoside 

Incolore Jaune 

GLU D-glucose Assimilation (glucose) Transparence Trouble 

ARA D-arabinose Assimilation (arabinose) Transparence Trouble 

MNE D-mannose Assimilation (mannose) Transparence Trouble 

MAN D-mannitol Assimilation (mannitol) Transparence Trouble 

NAG N- 
acètylglucosamine 

Assimilation (N- 
acètylglucosamine) 

Transparence Trouble 

MAL D-maltose Assimilation (maltose) Transparence Trouble 

GNT potassium 
gluconate 

Assimilation (potassium 
gluconate) 

Transparence Trouble 

CAP acide caprique Assimilation (acide 
caprique) 

Transparence Trouble 

ADI acide adipique Assimilation (acide 
adipique) 

Transparence Trouble 

MLT acide malate Assimilation (acide 
malate) 

Transparence Trouble 

CIT trisodium citrate Assimilation (trisodium 
citrate) 

Transparence Trouble 

PAC Acide 
Phènylacètique 

Assimilation (Acide 
Phènylacètique) 

Transparence Trouble 



 

 

 

 

Annexe 2 : Liste des antibiotiques testés pour Pseudomonas aeruginosa (CLSI, 2011) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Famille 

d’antibiotique 

Antibiotiques 

testés  
Charge de disques  

Diamètres critiques (mm) 

 

R I S 

 

 

β- lactamines 

 

Ticarcilline  75 µg  14  15 

Ticarcilline 

+ac.clavulanique 
75/10µg  

14  15 

Pipéracilline  100 µg  17  18 

Ceftazidime  30 µg  14 15-17 18 

Aztréonam  30 µg  15 16-21 22 

Imipénème  10 µg  13 14-15 16 

Aminoglycosides 

 

Amikacine  30 µg  14 15-16 17 

Gentamicine  10 µg  12 13-14 15 

Nétilmicine  30 µg  12 13-14 15 

Tobramycine  10 µg  12 13-14 15 

Fluoroquinolones Ciprofloxacine  5µg  15 16-20 21 

Lévofloxacine  5µg  13 14-16 17 

 

    Fosfomycines 

 

Fosfomycine  50µg + 50µg G6P 

<14  ≥14 

 Rifampicine   30 µg  <14 14-18 ≥19 


