
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUEUNIVERSITEAKLIMOHANDOULHADJ–BOUIRA 
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE ET DES SCIENCES DE LA 

TERREDEPARTEMENTDEBIOLOGIE 

 

Réf:…./UAMOB/F.SNV.ST/DEP.BIO/2023 

 

 

 
 

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES 

EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME MASTER 

Domaine : SNV Filière : Sciences Biologiques 

 

Spécialité : Microbiologie appliquée 

 

Présenté par : 

MelleYAZID Hafsa & Melle LAMRI Khawla 

Thème 

 
 

 

 

Soutenu le :03/07/2023 Devant le jury composé de : 
 

 
 

Nom et Prénom Grade   

Mme METIDJI  H  MCB Univ. de Bouira Président 

Mme MEDBOUA C MAA Univ. de Bouira Promotrice 

Mme BENBARA T MCB Univ. de Bouira Examinateur 

 

 

 

Année Universitaire : 2022/2023 

Isolement et caractérisation des souches de Pseudomonas 

aeruginosa multirésistant à partir de différentes niches écologiques. 



 

Remerciement  

El hamdoulillah, nous remercierons Dieu, le tout puissant de 

nous avoir donné le courage, la volonté et la patience de mener à 

terme ce travail. 

Nous tenons à exprimer toute notre gratitude et remercier 

chaleureusement à madame MEDBOUA Chafiaa notre encadreur, 

pour avoir accepté d’encadrer notre travail, pour ses conseils, et 

son aide ainsi que pour sa gentillesse et sa disponibilité, son 

assistance et son soutien indéfectible. 

Mes remerciements s’adressent également à Madame METIDJI 

qui a honoré ce travail en acceptant de présider le jury. A 

Madame Ben Bara qui nous a fait l’honneur de participer à ce 

jury et d’examiner notre travail nous la remercions profondément. 

Nous remercions particulièrement à tous les ingénieurs de 

laboratoire de la faculté 

A tous les enseignants de la faculté des sciences de la Nature et 

de la Vie de l’université de BOUIRA, qui ont fait de nous ce que 

nous somme aujourd’hui ; nous vous remercions du fond du 

cœur pour vos conseils lors de la conception de ce travail et le fait 

de nous avoir mis en contact avec notre superviseur 

Ces remerciements ne seraient pas complets sans associer toutes 

les personnes ayant contribué, de près ou de loin, à la réalisation 

de ce travail. 

 



Dédicaces 
Je remercie tout d’abord, Allah, le tout puissant et 

clément de m’avoir aidé à réaliser ce travail. 

Je dédie ensuite ce fameux travail aux plus 

exceptionnels qui existent dans le monde Mes 

parents, Djaloul et Nasira 

Toute ma gratitude pour leur soutien tout au long 

de mes études Qu’Allah Je les garde 

Je dédie également à tous ceux qui m’aiment et 

spécialement 

A mes sœurs Mira et Fatma 

Je ne trouve pas les mots justes et sincères pour 

vous exprimer mes sentiments. Je vous remerciée 

pour tous les encouragements et le soutien moral 

tout au long de mes études 

A toute ma famille SAADI et YAZID sans exception. 

Pour Ma meilleure amie: Feriel 

Á Mon binôme Khawla 

 Enfin, je dédie ce travail à toute personne qui m’a 

aidé de le réaliser de près ou de loin Sans 

exception. 

 

Hafsa 



Dédicace  

Après tant d'effort, et de travail, nous avons enfin arrivé à la 

fin...mais ceci grâce aux proches. 

Pour cela je tiens à dédier ce travail en premier lieu : 

Mon père MOUSSA et ma chère maman, ma reine SABAH, que 

mille dédicaces ne puissent exprimer mes sincères sentiments, pour 

leur patience illimitée, leur encouragement contenu, leur aide, en 

témoignage de mon profond amour et respect pour leurs grands 

sacrifices. 

A mon unique sœur HIBA, je te remercie pour ton soutien, pour ta 

compréhension, tu m’as encouragé surtout dans les moments les plus 

difficiles.  

A mes frères : mon chèreAhmed, mon bras droitet le petit Djoude, 

la nouvelle joie de notre maison. 

Pour ses soutiens moraux et leurs conseils précieux tout au long de 

mes études. 

A ma grande la famille LAMRI et SAADI. 

A ma belle amie et ma binôme Hafsa et sa famille. 

En fin je dédie aussi mon travail à mes professeurs qui nous ont 

donné le savoir et la volonté pour en être ce qu’on sera aux futures 

 

KHAWLA



Tables des matières 

 

 

Remerciements 

Dédicace 

Liste des abréviations  

Liste des figures  

Liste des tableaux  

Introduction…………………..…………………..……………………………….....………..1 

Première partie : Synthèse bibliographique 

Chapitre 01 : Généralité sur Pseudomonas aeruginosa 

I. Historique ....................................................................................................................... 3 

II. Habitat ............................................................................................................................ 3 

III. Taxonomie et nomenclateur............................................................................................. 3 

IV. Caractère bactériologique ................................................................................................ 4 

1. Caractère phénotypique ...................................................................................................4 

1.1. Caractère morphologique ..........................................................................................4 

1.2. Caractères culturaux .................................................................................................4 

1.3. Caractère biochimique ..............................................................................................5 

1.4. Caractère antigénique ...............................................................................................5 

2.  Caractère génotypique ....................................................................................................6 

Chapitre 02 : Facteur de virulence et Pathogénicité de Pseudomonas aeruginosa 

I. Facteurs de virulence ....................................................................................................... 7 

1. Les facteurs de virulence membranaire ............................................................................7 

1.1. Flagelle .....................................................................................................................7 

1.2. Les pili de type IV et fimbriae ..................................................................................7 

1.3. Lipopolysaccharide (LPS).........................................................................................8 

2. Les facteurs de virulence extracellulaire ..........................................................................8 

2.1. Les toxines sécrétées par le système de sécrétion de type I ....................................8 

2.2. Les protéines sécrétées par le système de sécrétion de type II ................................8 

2.3. Les exotoxines secrétées par le système de sécrétion de type III ............................9 

2.4. Les exotoxines secrétées par le système de sécrétion de type V .............................9 

II. Pseudomonas aeruginosa et biofilm .............................................................................. 10 

Chapitre 03 : La résistance du pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques 

I. Mécanismes de résistance aux antibiotiques .................................................................. 12 

1. Résistance naturelle ................................................................................................... 12 



Tables des matières 

 
2. Résistance acquise ..................................................................................................... 12 

2.1. Mécanismes enzymatiques .................................................................................. 12 

2.2. Résistance aux aminosides .................................................................................. 14 

2.3. Résistance aux fluoroquinolones ......................................................................... 14 

Deuxième partie : partie expérimentale 

Chapitre 01 : Matériels et méthodes 

I.  Lieu et durée du stage ....................................................................................................... 16 

II. Prélèvement et enrichissement ....................................................................................... 16 

III. Isolement et identification des souches de Pseudomonas aeruginosa .............................. 18 

1. Isolement et purification ............................................................................................ 18 

2. L’identification .......................................................................................................... 18 

2.1. Etude macroscopique et microscopique .................................................................. 18 

2.2. Croissance à 4°C et 42°C ........................................................................................ 18 

2.3. Recherche de l’oxydase .......................................................................................... 18 

2.4. Recherche de catalase ............................................................................................. 18 

3. Etude de la sensibilité de p. aeruginosa aux antibiotiques .......................................... 18 

Chapitre II : Résultats et discussions 

I. Prélèvement .................................................................................................................. 21 

I. Identification ................................................................................................................. 22 

1. Observation macroscopique et microscopique ............................................................ 22 

2. Croissance à 4°C et 42°C ........................................................................................... 22 

3. Recherche de l’oxydase.............................................................................................. 23 

4. Recherche de catalase ................................................................................................ 23 

II. Résultat de la sensibilité des souches de P.aeruginosa vis-à-vis des antibiotiques .......... 24 

 

Conclusion……………………………………………………………………………………28 

Références bibliographiques 

Annexes  

Résumé  

 

 



Liste des abréviations 

 

ADH: arginined’hydrolase 

AK: Amikacine 

ATM: Aztreonam 

BLSE : β-lactamasea spectre élargi 

CA-SFM : Le Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

CAZ : Ceftazidime 

CFM : Cefixime 

CIP : Ciprofloxacine 

CN : Gentamicine 

CT : Colistine sulphate 

EPS : Exopolysaccharides  

EXOA : Exotoxine A 

EXOT : Exotoxine T  

EXOU: Exotoxine U 

FEP : Céfépime 

GTPase : Guanosine triphosphate phosphatase 

IL-8 : Interleukine8 

Las A: ElastaseA 

Las B: Elastase B 

LDC : Lysines décarboxylase 

LPS : Lipopolysaccharide  

NET :Nétilmicine 

ODC : Ornithine décarboxylase  

ONPG : l’O-nitrophényl-β-D-galactopyranoside  

PLP : Protéines de liaison pénicillines  

PRL : Piperacillin 

S. aureus : Staphylococcus aureus 

TOB: Tobramycine 

TP IV:  Type IV 

TR : Récepteur Toll 

TTC : Ticarcilline+Acide clavulanique 

T3SS : Système de sécrétion type 



Listes des figures 

 
Figure 01 : (A) Aspect des colonies « Large » sur Hektoen   (B) Aspect des colonies « Small 

» sur gélose au sang   (C)  Aspect des colonies «Muqueuses » sur Mac Conkey ......................5 

Figure 02: Facteurs de virulence chez Pseudomonas aeruginosa. ..........................................7 

Figure 03: (A) Aspect des colonies de P. aeruginosa sur Hektoen   (B) Aspect des colonies 

de P. aeruginosa sur King A  (C)  Aspect des colonies de P. aeruginosa sur Mac Conkey .... 22 

Figure 04 : Observation microscopique de P.aeruginosa après coloration de Gram 

(Grossissent 100) .................................................................................................................. 22 

Figure 05: Résultats d’incubation à 42°C et 4°C sur King A ................................................ 23 

Figure 06: Résultat positif de l’oxydas ................................................................................. 23 

Figure 07: Résultat positif de catalase .................................................................................. 23 

Figure 08: La résistance des 20 souches isolées vis-à-vis des antibiotiques testés ................. 24 

Figure 09 : Une comparaissant des taux de résistance aux antibiotiques des souches d’origine 

envirommentale avec des souches d’origine hospitalière ....................................................... 25 

Figure 10: Résultat d’antibiogramme d’une S06 de Pseudomonas aeruginosa ..................... 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923604
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923604
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923605
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923606
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923606
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923607
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923607
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923608
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923609
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923610
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923611
file:///C:/Users/TOSHIBA%20PC/Desktop/Nouveau%20dossier/;.docx%23_Toc139923613


Liste des tableaux 

 
Tableau I: Classification systématique de Pseudomonas aeruginosa .....................................4 

Tableau II: Les différents échantillons collectés. ................................................................. 17 

Tableau III: Listes des antibiotiques utilisés ........................................................................ 20 

Tableau IV: Répartition de Pseudomonas aeruginosa en fonction du prélèvement .............. 21 

LISTES DES TABLEAUX DES ANNEXES 

Tableau I  : Les matériels et les matériels biologique utilisés. 

Tableau II : les codes des souches isolées. 

Tableau III: Les diamètres de résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa aux β-

lactamines. 

Tableau VI : Les diamètres de résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa aux autres 

familles d’antibiotique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction



Introduction 

 

 

1 

Pseudomonas aeruginosa, une bactérie à coloration de Gram négative, se distingue par 

son omniprésence au sein de multiples environnements. Elle est reconnue comme l'un des 

principaux agents pathogènes opportunistes impliqués dans des infections nosocomiales 

graves. De plus, en tant que micro-organisme polyvalent, elle démontre une remarquable 

capacité à tolérer des conditions défavorables. Ces diverses propriétés lui confèrent la faculté 

de s'adhérer et de subsister sur de multiples surfaces biotiques et abiotiques, favorisant ainsi 

l'établissement d'infections, notamment chez les patients immunodéprimés (Engel et al., 

2009). Cette bactérie est associée à un taux de mortalité élevé et occupe la sixième position 

parmi les agents pathogènes les plus fréquemment liés aux infections nosocomiales (Weiner 

et al., 2016). 

La pathogénie de P. aeruginosa est attribuée à la production de nombreux facteurs de 

virulence membranaires et extracellulaires. Ces facteurs de virulence sont impliqués dans les 

différentes étapes du processus d'infection et permettent ainsi à ce germe de coloniser son 

hôte (Pier et al., 1991;Van Delden et al., 1998). 

Un vaste ensemble de souches de P. aeruginosa se caractérise par leur résistance à 

diverses catégories d'antibiotiques et d'agents antibactériens, ce qui pose un défi majeur dans 

le contrôle des infections, étant donné le nombre limité de molécules généralement efficaces 

contre cette bactérie (Mohantyet al., 2020).  P. aeruginosa présente une résistance 

intrinsèque à la plupart des antibiotiques en raison de la présence de céphalosporinase 

chromosomiques AmpC, de la faible perméabilité de sa membrane externe aux agents 

antimicrobiens et de l'expression de pompes à efflux (Belodu et al., 2012).Outre cette 

résistance intrinsèque, P. aeruginosa possède une extraordinaire capacité à développer des 

résistances acquises parfois simultanément à plusieurs classes d’antibiotiques (Rice , 2008 ). 

Il convient également de mentionner la capacité de P. aeruginosa à former des 

biofilm, qui représente un autre facteur majeur impliqué dans les infections chroniques et 

constitue un déterminant essentiel de sa virulence, étant étroitement lié à la résistance aux 

antibiotiques. Les biofilm offrent un environnement protecteur aux bactéries, rendant 

extrêmement ardu et onéreux leur traitement par des agents antimicrobiens. Cette 

caractéristique explique la persistance des infections prolongées causées par ce pathogène 

(Baker et al ., 2016). 

C'est dans ce but que notre travail a été réalisé dans le cadre de la préparation de 

mémoire de fin d'étude en vue de l'obtention du diplôme de Master, et qui consiste à isoler des 
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souches de P.aeruginosa à partir de différentes niches écologiques et à étudier leurs 

sensibilités aux antibiotiques. 

Notre travail contient deux parties: la première partie théorique porte principalement 

un rappel sur P. aeruginosa leurs facteurs de virulences et les mécanismes de résistances aux 

antibiotiques. La deuxième partie qui consiste a présenté la partie expérimentale qui 

représente le matériel et les méthodes ainsi que les principaux résultats.



 

 

 

 

 

 

Première partie 

SYNTHESE BIBIOGRAPHIQUE  



 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 01  

Généralité sur Pseudomonas 

aeruginosa
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I. Historique  

Pseudomonas aeruginosa, également connu sous le nom de bacille pyocyanique, a été 

découvert par Carle Gessard (1850-1925) en 1882 lors de la Première Guerre mondiale, où il 

était responsable de surinfections des plaies chez les soldats. En tant que pharmacien militaire, 

Gessard a réalisé les premières descriptions et isolations de P. aeruginosa. Il a consacré de 

nombreuses recherches à l'étude de la production de pigments caractéristiques par cette 

bactérie infectieuse, ce qui colorait les pansements des plaies des soldats infectés. Ces 

pigments, appelés pyocyanine, ont facilité l'identification de la bactérie en culture, d'où le 

terme encore utilisé de bacille pyocyanique (Gessard, 1984). 

Depuis ces premières descriptions, P. aeruginosa a acquis une place prépondérante 

dans la pathologie humaine. Bien qu'il soit un saprophyte dans l'environnement aquatique, il 

occupe désormais une position majeure dans les établissements de santé, étant responsable 

d'une grande partie des infections nosocomiales (Yétérian, 2010). 

II. Habitat  

Pseudomonas aeruginosa, en tant que microorganisme omniprésent, fait preuve d'une 

flexibilité métabolique considérable et présente des exigences nutritionnelles minimales. Cela 

lui permet de coloniser avec succès diverses niches écologiques, caractérisées par des 

conditions de vie variées (Spiers et al., 2000). On le retrouve fréquemment dans des 

environnements humides tels que les piscines, les jacuzzis, les douches, les réservoirs de 

toilettes, les siphons d'évier, les robinets, ainsi que dans le sol (Mérens et al., 2013). 

Chez l'être humain, P. aeruginosa peut se trouver à l'état commensal, manifestant une 

préférence pour les zones corporelles humides telles que le tube digestif, l'oropharynx, le nez, 

les oreilles, le tractus génital et les plis axillaires (Davies et al., 1998). 

L'hôpital représente une niche écologique propice au développement de P. 

aeruginosaoù cette bactérie peut être isolée à partir de dispositifs et d'équipements médicaux 

et chirurgicaux tels que des matelas, des endoscopes, des cathéters, des nébuliseurs, des 

humidificateurs et des respirateurs. Elle peut également être présente dans les siphons, les 

douches, les toilettes (Silby et al., 2011). 

III. Taxonomie et nomenclateur  

Son appellation provient de la combinaison des termes grecs "pseudo" (signifiant 

similaire ou imitation) et "monas" (désignant une unité), tandis que le mot latin "aeruginosus" 
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(couvert de rouille) fait référence à la coloration verdâtre observée sur les ulcères infectés par 

cette bactérie. 

Le genre Pseudomonas comprend un ensemble de 332 espèces, parmi lesquelles P. 

aeruginosa est l'espèce de référence (Eyquem et al., 2000). 

Tableau I: Classification systématique de Pseudomonas aeruginosa (Eyquem et al ., 2000 ) 

Domain Bacteria 

Phylum Proteobacteria 

Classe Gammaproteobacteria 

Ordre Pseudomonadales 

Famille Pseudomonadaceae 

Genre Pseudomonas 

Espèce Pseudomonas aeruginosa 

 

IV. Caractère bactériologique  

1. Caractère phénotypique  

1.1. Caractère morphologique  

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie à coloration de Gram négative, qui ne forme pas 

de spores et a un besoin strict d’oxygène, non capsulée. Elle se présente sous la forme de 

bacilles, mesurant de 1 à 5 μm de longueur et de 0,5 à 1 μm de largeur. Ils sont dotés d'un 

flagelle unique situé à une extrémité, ce qui leur confère une grande mobilité (Vander et al ., 

1984). 

1.2. Caractères culturaux  

Le bacille pyocyanique est une bactérie aux exigences nutritionnelles restreintes. Elle 

se développe aisément sur des milieux synthétiques simples et affiche une croissance rapide 

en 24 heures à une température de 37°C. Sa plage de croissance s'étend de 4 à 42°C, avec un 

pH optimal de 7,2. P. aeruginosa est une bactérie strictement aérobie, mais elle est capable 

d'utiliser les nitrates en conditions d'anaérobiose. Une de ses caractéristiques distinctives est 

son odeur florale, rappelant celle de la fleur de seringa (orthoaminoacétophénone). 

L’isolement de cette bactérie est réalisé sur des milieux ordinaires ou gélose au sang, milieux 

sélectifs comme le cétrimide qui possède des inhibiteurs des bactéries Gram positif, Les 

milieux King A et King B sont également employés pour favoriser la production des pigments 
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spécifiques de cette bactérie, tels que la pyocyanine sur le milieu King A et la pyoverdine sur 

le milieu King B (Olivier, 2000). 

Trois types de colonies peuvent être observées simultanément ou de manière isolée : 

 Colonies la (larges) : de taille moyenne, d'aspect irrégulier et rugueux métallisé, 

(Meybeck et al ., 2003 ;Veron et al., 2016).  Elles caractérisent la morphotype 

sauvage, en opposition aux variant morphologiques identifiés au cours d’infections 

chroniques (Malhotra et al., 2019). 

 Colonies sm (small) : petites, régulières et lisses (Veron et al., 2016) largement 

décrites durant les infections pulmonaires à P. aeruginosa (Malone, 2015). 

 Colonies M (muqueuses) : aspect muqueux, lisse et bombé, présentent des 

caractéristiques proches de celles des colonies Small (Malhotra et al., 2019). 

 

(A)                                    (B)                                  (C) 

1.3. Caractère biochimique 

Pseudomonas aeruginosa se distingue par son métabolisme oxydatif, lui conférant la 

capacité de dégrader des composés complexes tels que les protéines et les polysaccharides 

(Palleroni, 1984 ; Mezaache, 2012 ; Boudouda, 2015). Il est capable de réduire les nitrates 

en nitrites, et il présente des caractéristiques telles qu'une arginine-dihydrolase et une 

lécithine. De plus, il est capable de produire de l'ammoniac par la dégradation de l'acétamide 

(Memdouh et al., 2018). 

Figure 01 : (A) Aspect des colonies « Large » sur Hektoen   (B) Aspect des colonies « 

Small » sur gélose au sang   (C)  Aspect des colonies «Muqueuses » sur Mac Conkey 
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Cette bactérie présente un résultat positif au test de catalase, tandis que les tests de 

décarboxylase de la lysine (LDC), de la décarboxylase de l'ornithine (ODC), de l'indole et de 

la bêta-galactosidase donnent des réponses négatives (Boussouf et al ., 2020). 

1.4. Caractère antigénique  

Pseudomonas aeruginosa présente deux types d'antigènes, à savoir un antigène somatique 

Oqui est un lipopolysaccharide associé à une protéine constituant la paroi cellulaire. Cet 

antigène joue un rôle crucial dans la virulence de la bactérie ainsi que dans la réponse 

immunitaire (Chaibdraa et al., 2008), et un antigène flagellaire H protéique, Thermolabile, 

permettant un typage qui en combinaison avec le typage O, permet de reconnaitre au moins 

25 sérovars(Zidoune et al., 2020). 

2.  Caractère génotypique  

Le séquençage complet du génome de la souche de référence PAO1 de P. aeruginosa 

a été réalisé par Stover et al. En 2000 cette étude a révélé qu'il s'agit du génome bactérien le 

plus volumineux à ce jour, avec une taille de 6,3 millions de paires de bases. Le génome de 

PAO1 contient 5 570 cadres de lecture ouverts, dont la plupart sont riches en Guanine et 

Cytosine (GC) avec un taux de 66,6% (Stover et al ., 2000). Lorsque les autres souches de P. 

aeruginosa ont été séquencées, une comparaison a montré que le génome de cette bactérie 

comprend un ensemble commun d'environ 5000 gènes, qui est ensuite modulé dans chaque 

souche par une combinaison de gènes accessoires conférant un répertoire génétique spécifique 

à chaque souche (Mathee et al ., 2008 ; Qiu et al., 2009). 
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I. Facteurs de virulence 

Les facteurs de virulence de P.aeruginosa revêtent une importance cruciale dans les 

processus de colonisation, de survie bactérienne et d'invasion tissulaire. Ces facteurs peuvent 

être classés en deux catégories principales : d'une part, les facteurs de virulence cellulaires ou 

liés à la membrane  et d'autre part, les facteurs de virulence sécrétés (Ben Hadj et al., 2011). 

1. Les facteurs de virulence membranaire  

Pseudomonas aeruginosa exhibe à sa périphérie des structures qui présentent des 

similitudes avec celles constatées chez d'autres bactéries de type Gram négatif (Giraud et al., 

2010). 

1.1. Flagelle  

Pseudomonas aeruginosa est pourvu d'un unique flagelle polaire, lequel revêt une 

importance capitale pour garantir sa mobilité. Le flagelle assume diverses fonctions au  sein 

de P. aeruginosa, notamment en lui conférant un chimiotactisme spécifique et en jouant un 

rôle prépondérant dans L'adhérence cellulaire et facilite également l’acquisition de 

nutriments. La mobilité conférée par le flagelle chez P. aeruginosa se manifeste 

principalement sous la forme d'un mouvement de type « swimming » (Belas, 2014). Le 

flagelle contribue à la virulence en déclenchant une réponse inflammatoire par le biais de 

Figure 02: Facteurs de virulence chez Pseudomonas aeruginosa (Ben Hadj et al., 2011). 
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l'interaction avec les récepteurs Toll, TR5 et TR2. Cela conduit à la production d'interleukine 

8, d'interleukine 6 et de mucine. De plus, il joue un rôle crucial dans les premières étapes du 

développement du biofilm bactérien (Ben Hadj et al., 2011). 

1.2. Les pili de type IV et fimbriae  

Les fimbriae, également connus sous le nom de pili de type IV, revêtent une 

importance majeure en tant qu'adhésines principales chez P. aeruginosa. Ils sont également 

présents chez de nombreuses autres espèces bactériennes Gram négatif. Les pili de type IV 

confèrent à P. aeruginosa la capacité d'adhérer aux surfaces et favorisent l'agrégation 

bactérienne. En collaboration avec le flagelle les pili exercent une fonction capitale dans la 

dispersion des bactéries, assumant un rôle prédominant dans la mobilité de type "twitching". 

Cette mobilité découle de l'enchaînement systématique des phases d'extension, d'attachement 

et de rétraction des pili (Burrows , 2012). 

Au sein de P. aeruginosa, ces éléments d'adhérence revêtent une importance cruciale 

pour la fixation aux surfaces inanimées telles que le verre et le plastique, ainsi que pour la 

formation du biofilm (Giraud et al., 2012). 

1.3. Lipopolysaccharide 

Les lipopolysaccharide sont considérés comme l'un des principaux facteurs de 

virulence de P. aeruginosa. Ils confèrent à cette bactérie une protection contre la lyse induite 

par le sérum de l'hôte. Le LPS est une endotoxine qui peut provoquer une activation excessive 

du système immunitaire, conduisant potentiellement à un choc septique et dans les cas les plus 

graves au décès. Les LPS sont également impliqués dans la modulation de la réponse 

inflammatoire et dans l'interaction de la bactérie avec les tissus de l'hôte. La structure du LPS 

se compose de trois composants distincts : le lipide A, le cœur oligosaccharidique et l'antigène 

O (Pier , 2007 ; Lam et al., 2011). 

2. Les facteurs de virulence extracellulaire  

2.1.Les toxines sécrétées par le système de sécrétion de type I  

2.1.1. Protéase alcaline  

La protéase alcaline est une métalloprotéase de 50 kDa, est responsable de la 

dégradation de la fibrine. Son action entraîne une forte inhibition de la réponse du système 

immunitaire inné contre P. aeruginosa. Par ailleurs, la bactérie produit également un 

inhibiteur spécifique de la protéase alcaline, appelé AprI, qui est sécrété dans le périplasme. 

Au sein de cette région, AprI assure la protection des protéines périplasmiques contre 
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l'activité de la protéase alcaline avant qu'elle ne soit sécrétée à l'extérieur de la 

bactérie(Laarman , 2012).  

2.2.Les protéines sécrétées par le système de sécrétion de type II  

2.2.1. L’exotoxine A  

L'exotoxine A constitué la protéine toxique la plus virulente produite par P. 

aeruginosa. Sa synthèse est induite à la fois par l'interaction entre cette dernièreet son hôte, 

ainsi que par un environnement faible en calcium. Une fois à l'intérieur du cytoplasme de la 

cellule hôte, l'ExoA inhibe la synthèse des protéines. Par conséquent, cette protéine joue un 

rôle déterminant dans la lésion des tissus présents au niveau du site inflammatoire, tout en 

exhibant des propriétés immunosuppresseurs (Michalska et al., 2015). 

2.2.2. L’élastase  

L'élastase composée de deux enzymes protéolytiques, à savoir LasA et LasB, est un 

élément crucial. L'enzyme LasB une métalloprotéase à zinc est sécrétée par le système de 

sécrétion de type II et joue un rôle significatif dans la pathogénicité de P. aeruginosa. LasA 

est une protéase à sérine qui agit en collaboration avec LasB. Elle présente la capacité de 

moduler les défenses de l'hôte (Kessler et al., 2013). 

2.2.3. Les phospholipases C  

Les phospholipases sont des enzymes extracellulaires de grande taille, d'environ 80 

kDa, qui requièrent la présence d'ions zinc pour leur activité enzymatique. Elles présentent 

différentes spécificités de substrats, avec une cible privilégiée sur la partie lipidique de la 

membrane des cellules eucaryotes. Ces enzymes ont la capacité de déstabiliser la membrane 

des cellules hôtes entraînant ainsi leur mort cellulaire (Solbi, 2013 ; Memdouh etal., 2018). 

2.2.2. La protéase IV  

La protéase IV une endoprotéase de type sérine pesant 26 kDa présente la capacité de 

dégrader diverses protéines de l'organisme hôte telles que le fibrinogène, le plasminogène et 

les immunoglobulines G, les composants du système du complément ainsi que l'épithélium 

cornéen. Cette activité protéolytique peut entraîner des hémorragies (Hoge et al., 2010). 

2.3.Les exotoxines secrétées par le système de sécrétion de type III  

Il confère à la bactérie la capacité d'introduire directement ses toxines dans le 

cytoplasme des cellules cibles: 
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 L’exoenzyme S : Le caractère pathogène de l'exoenzyme S est principalement attribué 

à l'activité de son ADP ribosyltransférase, qui perturbe l'organisation normale du 

cytosquelette. Cette enzyme présente une double fonctionnalité à savoir une activité 

GTPase et une activité ADP ribosyltransférase. Elle contribue à l'inflammation 

pulmonaire en induisant la production de cytokines pro-inflammatoires et la 

prolifération des lymphocytes (Ariane, 2017 ; Gougeon, 2017). 

 L’exoenzyme T : sa structure présente une bifonctionnalité similaire à celle de 

l'exoenzyme S, avec des similitudes homologiques. Cependant, son activité ADP 

ribosyltransférase est considérablement plus faible que celle de l'exoenzyme S, ce qui 

la catégorise comme une cytotoxine de moindre importance (Ariane, 2017 ; 

Gougeon, 2017). 

 L’exoenzyme U : son potentiel cytotoxique dépasse celui de l'exoenzyme S. Elle 

démontre une aptitude à hydrolyser les acides gras membranaires et est étroitement 

associée à la dégradation du tissu pulmonaire, engendrant ainsi des pathologies 

pulmonaires sévères (Ariane, 2017 ; Gougeon, 2017). 

 L’exoenzyme Y :ce cytotoxine induit la formation de trous intercellulaires et altère 

l'intégrité de l'endothélium pulmonaire (Ariane, 2017 ; Gougeon, 2017). 

2.4.Les exotoxines secrétées par le système de sécrétion de type V  

2.4.1. Les rhamnolipides  

Les rhamnolipides sont des composés lipidiques extracellulaires qui possèdent une 

résistance à la chaleur. Ils sont amphiphiles et dotés de propriétés détergentes envers les 

phospholipides présents dans le surfactant pulmonaire. Ils jouent un rôle crucial dans la 

formation et la préservation des biofilm (Nickzad et al., 2014). 

2.4.2. Les Chromophores  

 La pyocyanine  

La pyocyanine est un pigment de couleur bleu-vert (Lau et al., 2004) exerce une 

action inhibitrice sur la réponse immunitaire des cellules hôtes (Allen et al.,2005 ; Kipnis et 

al., 2006). Elle contribue ainsi à l'induction d'un stress oxydatif et conduit à la nécrose des 

tissus respiratoires (Nikaido , 1994 ; O’Malley et al., 2004). 

 La pyoverdine  

La pyoverdine est une petite molécule impliquée de manière cruciale dans la captation 

du fer, qui est un élément essentiel pour le métabolisme de P. aeruginosa. De plus elle exerce 
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une fonction régulatrice dans la libération de certains facteurs de virulence (Takase et al., 

2000 ; Lamont et al., 2002 ; Kipnis et al., 2006). 

II. Pseudomonas aeruginosa et biofilm  

La majorité des micro-organismes adoptent un mode de vie favorisant l'ancrage de la 

population bactérienne à une surface (état sessile), plutôt que d'exister librement et isolée dans 

l'environnement (état planctonique). Ce processus d'attachement à une surface représente une 

stratégie vitale permettant à la bactérie de s'établir et de coloniser un environnement 

particulier. L'état planctonique, quant à lui peut être considéré comme une phase de transition 

durant laquelle la bactérie se déplace d'une surface à une autre. Après leur adhérence à une 

surface, les bactéries entament la mise en place et le développement d'une structure 

communautaire organisée communément appelée "biofilm". Ce terme a été introduit par 

William Costerton (Costerton et al., 1999). 
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I. Mécanismes de résistance aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques joue un rôle crucial dans la progression de la maladie 

causée par P. aeruginosa quel que soit le type d'infection. Néanmoins, des niveaux de 

résistance plus élevés ont été constatés chez les bactéries lorsqu'il s'agit d'une infection 

chronique (Balasubramanian et al., 2013). 

La prise en charge de P. aeruginosa est complexe en raison de sa diversité de 

mécanismes de résistance (Lister et al., 2009). Cette bactérie présente à la fois une résistance 

intrinsèque codée par son chromosome et une résistance acquise génétiquement, ce qui la rend 

moins sensible aux principales classes d'antibiotiques telles que les β-lactamines, les 

aminosides, les quinolones et les polymyxines (Llanes et al., 2013). 

1. Résistance naturelle  

Le bacille pyocyanique se caractérise principalement par sa résistance naturelle à de 

nombreux antibiotiques et sa capacité exceptionnelle à acquérir de nouvelles résistances 

(Mérens , 2011).La résistance intrinsèque de P. aeruginosa découle de la conjonction de 

divers mécanismes : une perméabilité limitée de la membrane externe, la présence de 

multiples pompes d'efflux activables, la production de biofilm ainsi que la production 

constante d'une céphalosporinase et d’une pénicillinase induite. Ces mécanismes ont pour 

effet d'inactiver les antibiotiques ou de les empêcher d'atteindre leur cible intracellulaire 

(Chastre, 2002). 

2. Résistance acquise  

Les résistances acquises résultent d'une augmentation de l'imperméabilité de la 

membrane externe, de modifications des porines, d'altérations des récepteurs aux 

antibiotiques et de la production d'enzymes inactivantes (Elmeskini, 2011). La survenue de 

nouvelles résistances chez P.aeruginosa est souvent associée à l'acquisition de matériel 

génétique étranger tel que des plasmides, des transposons et des intégrons (Mérens et al., 

2012). 

2.1.Mécanismes enzymatiques  

2.1.1. Résistance aux bêta-lactamines  

a) Résistance par hyperproduction de la céphalosporine AmpC  

Les céphalosporinase font partie de la catégorie C de la classification d'Ambler, et sont 

considérées comme des enzymes à base de sérine. Le mécanisme prédominant implique une 

augmentation continue de la production de l'enzyme AmpC. Cette surproduction constitutive 
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de l'enzyme AmpC a un impact significatif sur l'activité de plusieurs antibiotiques  

notamment la ticarcilline, l'association pipéracilline/tazobactam, la ceftazidime, l'aztréonam, 

et dans une moindre mesure, le céfépime (Bagge et al., 2002). 

b) Les bêta-lactamases à spectre élargi ou étendu (BLSE)  

Les β-lactamases à spectre élargi sont des enzymes qui hydrolysent la majorité des β-

lactamines (Ruppé, 2011). Elles sont de nature plasmidique et théoriquement neutralisées par 

les inhibiteurs de β-lactamases (Elmeskini, 2011). Jusqu'à présent la production de β-

lactamases à spectre élargi par la souche reste limitée. Parmi celles-ci cinq types d'enzymes 

de classe A (TEM, SHV, PER, VEB et GES) ont été identifiés chez P. aeruginosa (Ramoul, 

2014). 

Les β-lactamases à spectre élargi (BLSE) sont classifiées selon les catégories A ou D 

d'après la classification d'Ambler. Elles sont spécifiquement définies comme des β-lactamases 

capables d'hydrolyser les carboxypénicillines, les uréidopénicillines, ainsi que les 

céphalosporines à spectre étendu telles que la ceftazidime, la céfépime. De plus, elles peuvent 

également hydrolyser l'aztréonam. Toutefois, ces enzymes peuvent être inhibées par l'acide 

clavulanique, un inhibiteur des β-lactamases (Sefraoui, 2015). 

c) Les carbapénémases 

Les carbapénèmases, des protéines métallo-enzymatiques, se trouvent à la fois dans le 

chromosome et les plasmides, ce qui leur permet de conférer une résistance aux 

carboxypénicillines, aux céphalosporines et à l'aztréonam, ainsi qu'à un degré modéré de 

résistance à l'imipénème. Les carbapénémases sont particulièrement redoutables en raison de 

leur capacité à engendrer une résistance significative et étendue à l'ensemble des β-

lactamines (Elmeskini, 2011). 

De manière plus récente, une nouvelle β-lactamases de Classe D présentant une 

activité carbapénémases, connue sous le nom d'OXA-198 a été identifiée en Belgique chez 

des souches de P. aeruginosa (El Garch et al., 2011). 

2.2.Mécanismes non enzymatiques  

a) Pompe à efflux  

Il s'agit de systèmes complexes composés de trois éléments qui facilitent l'expulsion 

de molécules de l'espace périplasmique vers l'environnement extérieur (Sefraoui, 2015). Les 

bactéries utilisent ces pompes à efflux comme mécanismes de défense et de détoxification 



Chapitre 03                               La résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques 
 

 

14 

contre les substances toxiques présentes dans leur environnement. En outre, il est reconnu 

que les pompes à efflux jouent un rôle dans l'élimination des métabolites endogènes ou dans 

la sécrétion de produits cellulaires (Aires, 2011). 

b) Imperméabilité membranaire  

Au sein des bactéries à Gram négatif, les porines bactériennes jouent un rôle essentiel 

en tant que voies principales de pénétration pour les antibiotiques couramment utilisés tels 

que les β-lactamines et les fluoroquinolones. Ces protéines canaux localisées dans la 

membrane externe, sont dotées d'un site de liaison spécifique aux carbapénèmes, connu sous 

le nom d'OprD, qui permet la pénétration sélective de l'imipénème. Toute modification 

quantitative ou fonctionnelle de ces porines conduit à une réduction de la diffusion des 

antibiotiques qui empruntent cette voie d'entrée (Bouguenoun, 2017). 

c) Modification de la cible 

La capacité des β-lactamines à se lier de manière efficace à leurs cibles, les protéines 

de liaison aux pénicillines (PLP), peut être altérée par des mutations génétiques qui 

surviennent au niveau des gènes chromosomiques responsables de la production de nouvelles 

PLP. Ces mutations ont la capacité d'entraîner des modifications à la fois quantitatives et 

qualitatives des PLP, ce qui se traduit par une réduction de leur affinité envers les β-

lactamines (Strateva et al ., 2009). 

2.3.Résistance aux aminosides  

Les aminosides sont des agents qui inhibent la synthèse protéique des 

microorganismes en se liant à la sous-unité ribosomale bactérienne 30S, ce qui entraîne une 

perturbation de l'initiation du processus de synthèse protéique (Pachori et al., 2019). Le 

principal mécanisme de résistance observé dans les souches cliniques vis-à-vis des 

aminoglycosides est la présence d'enzymes modifiant ces antibiotiques. Ces enzymes, 

généralement codées par des plasmides, sont capables d'ajouter un radical phosphate, adényle 

ou acétyle à la molécule de l'aminoglycoside, réduisant ainsi son affinité de liaison avec la 

sous-unité ribosomale 30S de la cellule bactérienne (Llano et al., 2002). Un autre mécanisme 

de résistance aux aminosides repose sur la capacité de modifier la structure ribosomale de la 

cellule bactérienne sur lequel il se fixe, l’ARN 16S, Cette modification spécifique implique la 

méthylation de la sous-unité 16S par des enzymes connues sous le nom de méthylases 

(Trigueros, 2015). 
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2.4.Résistance aux fluoroquinolones 

Les quinolones agissent en inhibant la synthèse de l'ADN bactérien en ciblant deux 

enzymes essentielles : l'ADN topoisomérase de type II également connue sous le nom d'ADN 

gyrase, et l'ADN topoisomérase de type IV (Montalegre, 2016). Cependant, des mutations 

par substitution d'acides aminés peuvent survenir dans les régions de fixation des 

antibiotiques au sein de ces deux enzymes rendant ces dernières insensibles à l'action des 

quinolones. La résistance aux fluoroquinolones, principalement due à des mutations 

représente un facteur prédominant chez les souches cliniquement importantes de P. 

aeruginosa (Lee et al., 2005). 
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I.  Lieu et durée du stage 

Notre recherche a été menée au sein du département de biologie de la Faculté des 

Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre de l'Université de Bouira, sur 

une période allant du 1 mars au 30 mai 2023. 

Les matériels utilisés et les compositions des milieux de cultures sont présentés dans 

l'annexe N°1. 

II. Prélèvement et enrichissement 

Les prélèvements ont été fait à partir des différentes niches écologiques à savoir le sol, 

l'eau et le milieu hospitalier tel que l'environnement hospitalier et les prélèvements 

biologiques. Pour les prélèvements du sol, une quantité de 10g ont été prélevé à l’intérieur 

d’un cercle de 15 cm de profondeur. Ainsi que pour les prélèvements des eaux un volume de 

10ml a été prélevé dans des flacons en verres.de plus les prélèvements dans le milieu 

hospitalier ont été fait par écouvillonnage et par la récupération des prélèvements biologiques. 

Le détail sur les sites des prélèvements a été présenté dans le tableau(II). 
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Tableau II: Les différents échantillons collectés. 

Niche écologique Les échantillons 

 

 

 

 

 

Environnement 

 

 

 

 

Sol 

 

-Sol des légumineuses(Haricot, pois, 

Géranium)  

Sol de Blé, flacons d’avoine ,Sol de  

laurier 

Sol des Fruits (raisins, poivre) 

Sol des légumes (poivron, ail, oignon, 

salade, olive,)  

-Les graines : graines de lin, fenugrec, 

romarin, cannelle, cumin, Coriandre, 

carvi, cresson, cardamome, pin d’Alep, 

nigelle, oignon grains, aneth…. 

 

 

 

Eau 

Piscine (Grande/petite), Citerne, l’eau de 

maison ancien, Barrage Sed lakhal, 

Lac de Bir Ghbalou, lac de foret riche,  

, Fontaines (SNV/Sociaux\ fac centrale), 

Aquarium , 

 

 

 

 

Milieu hospitalier 

 

 

 

Environnement 

hospitalier 

-L’eau de l’hôpital 

-Service réanimation : blouses, palliasses, 

murs, les appareils, matériels médicaux. 

-Service pédiatrie : murs, matériels 

médicaux, lits, couverture , couveuse  

-Service médecine femme : chariot, 

chauffage, murs, lits, matériels. 

-Service des urgences : paillasse, masque, 

lit , lavabo, toilette , plateaux , ciseaux , la 

blouse   

 -Service maternité : les murs , sanitaire  

 

Prélèvement biologique 

 

Prélèvement de sang, urine, pus 
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L’enrichissement a été réalisée sur milieu liquide, à savoir 1g de sol ou 1ml de l’eau ont 

été ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif.  

Pour les prélèvements de surface, l’écouvillon a été introduit directement dans le 

bouillon nutritif incubé à 37°C pendant 24h. 

III. Isolement et identification des souches de Pseudomonas aeruginosa  

1. Isolement et purification  

A partir des tubes positifs de bouillon nutritif, une goute a été ensemencée sur différents 

milieux à savoir King A et Hektoen par des stries serrées, puis l’incubation se fait à 37°C 

pendant 24h-48h. 

La purification a été réalisée sur le milieu Mac Conkey par des repiquages successifs 

jusqu’à l’obtention de colonies pures bien distinctes et homogènes. 

2. L’identification  

Pour identifier les souches de P. aeruginosa des tests microbiologiques et biochimiques 

ont été réalisés. 

2.1. Etude macroscopique et microscopique 

Il met en évidence la forme, la taille, la couleur, l’aspect, l’odeur et la pigmentation des 

colonies. Cela nous permet de sélectionner les seules colonies qui présentent les 

caractéristiques culturelles de P.aeruginosa. 

L’étude microscopique a été réalisée par une coloration de Gram, qui est une coloration 

différentielle qui permet de classer les bactéries en deux groupes en fonction de la structure de 

leurs parois. 

2.2. Croissance à 4°C et 42°C  

Les souches pures sont ensemencées sur le milieu King A puis incubés à 42°C et à 4°C. 

2.3. Recherche de l’oxydase  

L'activité oxydase de P. aeruginosa peut être attribuée à l'aide de la méthode des 

disques en suivant le protocole suivant : une colonie de la bactérie est déposée sur un disque 

oxydase doit être déposée sur un milieu solide à l'aide d'une pipette pasteur. 

2.4. Recherche de catalase  

La catalase est une enzyme qui favorise la décomposition du peroxyde d'hydrogène 

(H2O2) en libérant de l'oxygène. Le test consiste à déposer une colonie provenant d'une 
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culture récente sur une lame préalablement humidifiée avec une goutte d'eau oxygénée 

(H2O2). 

3. Etude de la sensibilité de P. aeruginosa aux antibiotiques 

La sensibilité des souches de P.aeruginosa a été testée par la technique de 

l’antibiogramme par diffusion sur gélose Muller Hinton en suivant les recommandations du 

CA-SFM.2018. 

3.1. La technique  

 Préparation de la suspension bactérienne  

En utilisant une pipette Pasteur stérile, une colonie soigneusement isolée est prélevée à 

partir d'une culture de 18 à 24 heures. Elle est ensuite transférée dans un tube contenant 9 ml 

d'eau physiologique stérile. La suspension est homogénéisée de manière à obtenir une densité 

équivalente à 0,5 sur l'échelle de Mac Farland, correspondant à une densité optique de 0,08 à 

0,13 à une longueur d'onde de 625 nm. 

 La technique d’ensemencement  

Dans les 15 minutes suivant l’ajustement de la turbidité de la suspension servant 

d’inoculum, tremper un écouvillon de coton dans la suspension. Presser fermement contre la 

paroi intérieure du tube juste au-dessus du niveau du liquide, tourner l’écouvillon pour 

enlever les liquides excédentaires. Étaler à trois reprises sur la surface entière de la gélose, en 

tournant la boîte à environ 60°C après chaque application pour obtenir une distribution égale 

de l’inoculum. Enfin, écouvillonner partout autour du bord de la surface de la gélose. 

Les disques choisis sont posés à l’aide d’une pince stérile en appliquant une pression 

pour assurer un contact complet du disque avec la gélose Muller Hinton. 

Dans notre expérience nous avons utilisés 11 antibiotiques de différentes 

familles (présenter dans le tableau III). 

L’interprétation eu sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante (R) est effectuée selon les 

critères définis parle Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

2018  

. 
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Tableau III: Listes des antibiotiques utilisés 

Abréviation Antibiotique Famille  Charge 

PRL 

ATM 

TTC 

CAZ 

FEP 

Piperacillin 

Aztréonam 

Ticarcilline+Acide clavulanique 

Ceftazidime 

Céfépime 

 

 

β – lactamines 

30 μg 

30 μg 

30 μg 

30 μg 

30 μg 

CN 

AK 

TOB 

NET 

Gentamicine 

Amikacine 

Tobramycine 

Nétilmicine 

 

Aminosides 

120 μg 

30 μg 

10 μg 

30 μg 

CIP Ciprofloxacine Quinolones 5 μg 

CT Colistine sulphate Polymyxines 10 μg 
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I. Prélèvement  

Les souches de P. aeruginosa ont été isolées parmi les 100 prélèvements effectués 

dans trois niches écologiques distinctes, à savoir l'eau, le sol et le milieu hospitalier. Ces 

souches présentent une production notable de pyocyanine, un pigment vert, présenté sur les 

milieux King A et Hektoen. De plus, elles émettent une caractéristique rappelant la fleur de 

seringa, attribuable à la synthèse d'orthoaminoacétophénone. Le nombre des souches isolées 

et le pourcentage de chaque niche écologique ont été présentés dans le tableau (IV). 

Tableau IV: Répartition de Pseudomonas aeruginosa en fonction du prélèvement 

Niches écologiques Le nombre de 

prélèvement positive 

Le code Le pourcentage 

Environnement 

 

 

 

 

 

12 

Sol 07 S02 

S09 

S17 

S05 

S11 

S18 

S21 

 

 

 

35% 

L’eau 05 S01 

S10 

S12 

S13 

S14 

 

 

25% 

Milieu hospitalier 

 

 

 

08 

Environnement 

hospitalier 

05 S04 

S08 

S15 

S16 

S20 

25% 

Prélèvement 

biologiques 

03 S03 

S06 

S07 

15% 

Totale  20  100% 
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I. Identification  

1. Observation macroscopique et microscopique 

Les résultats obtenus après 24h d’incubation à 37°C sur le milieu Mac Conkey ont 

montré que les souches de P. aeruginosa apparaissent des colonies circulaires lisses et 

mucoïdes avec une couleur transparente et une odeur caractéristique de seringa. 

L’examen macroscopique des cultures a montré des colonies large, lisses, bombées au 

centre a bord irrégulier présentant des reflets métalliques, d’une pigmentation verte sur milieu 

Hektoen, King A, la couleur de milieu ne change pas (non fermentaire) (Figure 03) . 

 

(A)                                                      (B)                                       (C)  

L’examen microscopique des souches après la coloration de Gram a révélé que nos 

souches sont Gram positif et qui se présentent sous des bacilles colorés en rose (figure 04). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 03: (A) Aspect des colonies de P. aeruginosa sur Hektoen   (B) Aspect des colonies de P. 

aeruginosa sur King A  (C)  Aspect des colonies de P. aeruginosa sur Mac Conkey 

Figure 04 : Observation microscopique de P.aeruginosa après coloration de 

Gram (Grossissent 100) 
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2. Croissance à 4°C et 42°C 

Après 24h d’incubation les colonies de P.aeruginosa sont observées sur le milieu King 

A (figure 08). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Recherche de l’oxydase 

La présence du cytochrome oxydase a été confirmée par la réaction positive à l'oxydase, 

se manifestant par une coloration violette à l'endroit où la colonie a été déposée. 

 

 

 

 

 

 

4. Recherche de catalase  

La production de catalase se manifeste par l'émission de bulles de gaz. 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 05: Résultats d’incubation à 42°C et 4°C sur King A 

 

Figure 06: Résultat positif de l’oxydas 

Figure 07: Résultat positif de catalase 
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II. Résultat de la sensibilité des souches de P.aeruginosa vis-à-vis des antibiotiques 

Après l'incubation, la lecture s'effectue en mesurant le diamètre de la zone d'inhibition 

autour de chaque disque à l'aide d'une règle. Le diamètre mesuré est comparé à des diamètres 

critiques définis par CA-SFM 2018. 

Les résultats d’antibiogramme montrent une variation de taux de résistante des 

souches de P.aeruginosa vis -à-vis des différents antibiotiques. 

La figure 08 montre les différents taux de résistante aux β_ lactamines et aux autres 

familles 

On observe que toutes les souches présentent des niveaux moyens de résistance, 

affectant toutes les β lactamines sauf la ceftazidime. La résistance la plus élevée a été 

constatée vers la Ticarcilline-acide clavulanique (28%), suivie de l’aztréonam avec un taux de 

résistance de 12,37% et de la céfépime avec un pourcentage de 15%. Environ 5% des souches 

étaient résistantes à la Pipéracilline. De plus, on constate que 10% des souches présentent une 

résistance aux fluoroquinolones. En outre, une sensibilité totale est observée pour les 

aminosides, à l’exception de la gentamycine qui présente une faible résistance de 5%. 

La figure 09 présente une comparaison des taux de résistance aux antibiotiques entre 

les souches d'origine environnementale et les souches d'origine hospitalière. 
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Figure 08: La résistance des 20 souches isolées vis-à-vis des antibiotiques testés 
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La représentation de diagramme montre une observation globale des souches de 

P.aeruginosa testées, révèle que les isolats provenant d’établissements hospitaliers présentent 

une résistance plus élevée aux différentes familles des antibiotiques que les isolats provenant 

de l’environnement. 

 

Figure 09 : Une comparaissant des taux de résistance aux antibiotiques des souches d’origine 

envirommentale avec des souches d’origine hospitalière 
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Figure 10: Résultat d’antibiogramme d’une S06 de Pseudomonas aeruginosa 
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La bactérie Pseudomonas aeruginosa est omniprésente et suscite un intérêt particulier 

dans les domaines de la microbiologie médicale, alimentaire, aquatique, environnementale et 

agronomique (Meghdas et al., 2003). Cette bactérie est un pathogène opportuniste associé à 

une incidence croissante de morbidité et de mortalité, étant impliquée dans de nombreuses 

infections nosocomiales diverses (Cheong et al., 2008). 

Selon le rapport du Réseau Algérien de Surveillance de la Résistance des Bactéries aux 

Antibiotiques (AARN) en 2019, les souches de P. aeruginosa sont les plus fréquemment 

rencontrées au laboratoire de microbiologie. En effet, cette bactérie représentait 8,23 % des 

agents pathogènes isolés par rapport aux autres bactéries. Cette constatation souligne 

l'importance de surveiller l'évolution de la fréquence d'isolement de cette souche ainsi que de 

surveiller sa résistance aux antibiotiques (AARN, 2019). 

La présente étude a permis d’étudier la résistance des souches de P. aeruginosa isolées 

à partir de différentes niches écologiques : l’eau, le sol et le milieu hospitalier. 

Notre recherche a mis en évidence un taux de positivité des prélèvements pour P. 

aeruginosa égale à 20% sur 100 prélèvements. 

Nous avons rapporté un total de12 souches de P.aeruginosa à partir de l'environnement 

sur un total de 20 échantillons positifs dont une fréquence de 60%.de plus 8 souches de 

P.aeruginosa ont été isolées dans le milieu hospitalier avec un pourcentage de 40%.cependant 

le nombre des souches est isolés dans l'environnement naturel est plus que l'environnement 

hospitalier, ce qui est expliqué par l’implication des procèdes de stérilisation et désinfection , 

pour évités l'émergence des germes pathogènes et aussi les infections nosocomiales. 

Permis les 20 prélèvements positives, nous avons isolé 5 souches de P. aeruginosa à 

partir de l’eau, ce qui correspond à une fréquence de 25%, Un taux relativement similaire a 

été trouvé par Adjide et al (Adjide et al ., 2009) (26,2 %). 

Les résultats de la recherche des P. aeruginosa montrent son absence dans les 

prélèvements de piscine donc ces derniers sont conformes aux normes préconisées par 

(J.O.R.A.D.P 1993), et aussi par Robert (1999). 

Notre travail nous avons permis d’isoler 7 souches de P. aeruginosa a partir du sol, ce 

qui correspond à une fréquence de 35%. Par contre, dans une étude menée par Benyoub 
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Khéira, il a été isolé 20 souches de P. aeruginosa à partir de 40 échantillons du sol d’olivier 

(Benyoub,2011). 

Dans nos résultats les souches isolées à partir de l'eau sont montrés une sensibilité totale 

à la famille des aminosides et aussi les fluoroquinolones. Ainsi pour la famille des β-

lactamines, un faible taux de résistance avec la ticarcilline/acide clavulanique (40%) et 

l’aztréonam (20%). 

Concernant les7 souches isolées du sol ont présenté un taux de résistance de 14.28% 

pour la ticarcilline/acide clavulanique et la pipéracilline, 28,57% pour l'aztréonam et la 

Céfépime. Cependant, pour les autres antibiotiques, il convient de noter que toutes les souches 

isolées du sol se sont révélées sensibles aux aminosides, à l'exception de la gentamicine qui 

présente un taux de résistance de (14,28%). 

Les résultats dérivés des échantillons provenant de milieu hospitalier indiquent que les 8 

souches isolées ont manifesté une sensibilité à la majorité des antibiotiques soumis au test. En 

effet, toutes les souches se sont révélées sensibles aux aminosides. Ces résultats rejoignent les 

conclusions de l'étude menée par Boussouf et Yahia, qui ont également constaté une 

résistance presque négligeable vis-à-vis de la tobramycine avec un pourcentage de 2,7 % et de 

l'amikacine avec un pourcentage de 4,42 %. Ainsi que certaines souches présentent une faible 

résistance avec la ticarcilline\acide clavulanique (37.5%), l’aztréonam (25%), céfépime 

(12.5%) (Boussouf et yahia ., 2020). Nos résultats sont différents à celui trouvé par Rebeiro 

(2019), et similaire avec l'étude de Zidoune et ben Belkacem (2020). 

La majorité des souches sont sensible à la colistine, ce résultat est similaire avec les 

études qui porte sur la résistance des souches P. aeruginosa en milieu hospitalier de Rabhi 

(2010), Mesli (2012), Sefraoui (2015), 

Nous avons rapportés que l’ensemble des souches de P. aeruginosa d'origine 

hospitalière sont plus résistes que les isolats de l'environnement naturel , cette sélection des 

souches résistantes induit par l'usage intensif des antibiotiques à large spectre pour traités les 

infections et aussi par la transmission de ces souches résistes entre les patients, alors que les 

souches d'origine envirommentale sont des souches généralement sauvages ,sensibles ,qui 

n’ont pas encore subit la sélection par les antibiotiques. 
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La résistance aux agents antimicrobiens est désormais une problématique mondiale 

d'envergure, représentant un défi majeur pour la santé publique. Effectivement, une 

augmentation significative de la résistance aux antibiotiques est observée au sein des bactéries 

à Gram négatif. 

Depuis la reconnaissance de cette bactérie en tant que pathogène opportuniste de 

première importance, de multiples épidémies nosocomiales a été consignées. 

Notre travail nous a permis d’isoler 20souches de P.aeruginosa à partir de divers 

prélèvements de sol, de l’eau, milieu hospitalier. Cette espèce est isolée avec une fréquence 

relativement faible. La majorité des souches proviennent des prélèvements à partir de milieu 

environnement. 

La totalités des souches isolés sont sensibles a les aminosides, et cartaies souches sont 

résistées a des antibiotiques: ticarcilline/acide clavulanique, l'aztréonam, piperaciline, 

céfépime, ciprofloxacine avec des taux respectivement (30%),(25%),(5%),(15%),(10%).Il faut 

noter que presque la totalité des souches isolées sont sensibles à la colistine. 

Les résultats antibiogramme des souches isolés dans le milieu hospitalier, montrent la 

révèle d'efficacité de la majorité des molécules testés. 

La prévention des résistances ne réside pas uniquement dans la recherche des molécules 

actives sur cette bactérie, mais dans la prévention contre la diffusion de ce pathogène 

résistant. Cette lutte est basée essentiellement sur les mesures d’hygiène mais aussi sur le bon 

usage des antibiotiques grâce à une collaboration étroite, entre cliniciens, microbiologistes et 

pharmaciens.  

En perspective notre travail mérite d'être complété par : 

 Elargir de champ de prélèvement 

 Testé d'autre molécules antibiotiques 

 Une étude sur d’autres facteurs de virulence tel que la production de biofilm 
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ANNAXE 01 

Tableau I:Les matériels et le matériel biologique utilisés. 

Matériels Matériels biologiques 

- Bécher 1L  

- Entonnoir  

- Tubes à essai en verre  

- Flacon stérile 

- Pipette pasteur  

- Portoir  

- Balance  

- Spatule 

- Barreau magnétique  

- Vortex 

- Plaque chauffante agitatrice 

- Boites de pétri stériles 

- Ecouvillons  

- Etuve  

- Autoclave 

- Bain marie 

 

- Milieux de cultures : Cétrimide, King A, 

Hektoen, Bouillon nutritif, Mac Conkey et 

Mueller Hinton 

- Eau distillée 

- Glycérol 

- Eau physiologie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexes 

 

 

ANNAXE02 

 Composition des milieux de culture (pour 1l d’eau distillée)  

Hektoen                      pH= 7.6  

 Proteose peptone                      12g   

 Extrait de levure                       03g   

 Chlorure de sodium                  05g 

 Thiosulfate de sodium              5g  

 Sels biliaires                             09g   

 Citrate de fer ammoniacal        1.5g   

 Salicine                                     2g  

 Lactose                                       2g  

 Saccharose                                12g   

 Fuschine acide                           0.1g  

 Bleu de bromothymol                05mg  

 Gélose                                        13g 

Milieux King A            pH =7.2 

 Bacto-peptone (difco)                  20g  

 Agar                                             15g   

 Glycérol cp                                  10g   

 SO4K2 anhydre                           10g   

 Eau distillée                                   1000m 

Milieu Mac Conkey        pH =7.2 

 Peptone pancréatique de gélatine   17 g 

 Peptone pancréatique de caséine    1,5 g 

 Peptone peptique de viande           1,5 g 

 Lactose                                            10 g 

 Chlorure de sodium                         5 g 

 Sels biliaires                                    1,5 g 

 Rouge neutre                                    30 mg 

 Violet de gentiane                            1 mg 
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 Agar                                                 13,5 g  

 La composition de la solution d’eau oxygénée 

 Eau oxygénée à 110v                     0.5ml   

 Eau distillée                                   14.5ml 
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ANNAXE 03 

 Tableau II : les codes des souches isolées 

Niche écologique Prélèvement Code 

 

 

 

 

 

Sol 

Ail 

Pois 

Oignon  

Laurier 

Haricot 

Poire 

Poivron 

 

S02 

S17 

S05 

S09 

S11 

S18 

S21 

 

 

 

Eau 

Robinet de maison 

L'eau de fontaine 

L'eau  de l'aquarium 

Barrage de forêt de riche 

Barrage oued lekhal 

S01 

S10 

S12 

S13 

S14 

 

 

 

 

 

Hôpital 

Urine 

Sang 

Pus 

Lit 

Mur 01 

Sanitaire 

Mur 02 

Mur 03 

S03 

S06 

S07 

S04 

S08 

S15 

S16 

S20 
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ANNAXE 04 

Tableau III : Les diamètres de résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa aux β-

lactamines 

Les souches TTC ATM FEP CAZ PRL 

S01 21mm / S 28mm/ S 29mm/ S 30mm /S 30mm / S 

S02 32mm / S 34mm / S 32mm / S 32mm / S 34mm / S 

S03 25 mm / S 30mm / S 19mm/ S 28mm / S 30mm / S 

S04 23mm / S 27mm / S 26mm / S 26mm/ S 30mm / S 

S05 31mm / S ≤ 6 / R 10mm / R 35mm / S 13mm / R 

S06 25mm / S 30mm / S 30mm / S 30mm / S 26mm / S 

S07 29mm / S 25mm / S 32mm / S 34mm / S 31mm / S 

S08 20mm / S 20mm / S 32mm / S 36mm / S 36mm / S 

S09 15mm / R 20mm / S 26mm / S 25mm / S 25mm / S 

S10 30mm / S 31mm / S 30mm / S 34mm / S 35mm / S 

S11 26mm / S 29mm / S 30mm / S 30mm / S 32mm / S 

S12 ≥30 / S 

S13 10mm / R 17mm / R 27mm / S 25mm / S 24mm / S 

S14 17mm / R 23mm / S 28mm / S 29mm / S 27mm / S 

S15 ≤ 6 / R 13 mm /R 19mm / S 30mm / S 25 mm /S 

S16 ≤ 6 / R 15mm / R 15mm / R 26mm / S 20mm / S 

S17 38 mm / S ≤ 6 / R 15 mm /R 27mm / S 34mm / S 

S18 19mm / S 24mm / S 35mm / S 30mm / S 25mm / S 

S20 11mm / R 22mm / S 28mm / S 26mm / S 27mm / S  

S21 23 mm / S 21mm / S 26mm / S 25mm / S 22mm / S 

 

 

 

 

 

 

 



Annexes 

 

 

Tableau VI :Les diamètres de résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa aux autres 

familles d’antibiotique 

 

 

Les souches CN AK TOB NET CIP CT 

S01. 33mm / S 27mm/ S 28mm/ S 26mm /S 35mm / S 15mm /S 

S02. 35mm / S 25mm / S 30mm / S 21mm / S 30mm / S 15mm /S 

S03. 27 mm / S 21mm / S 24mm/ S 19mm / S 35mm / S 13mm /S 

S04. 29mm / S 24mm / S 25mm / S 20mm/ S 40mm / S 14mm /S 

S05. 40mm / S 30mm /S 30mm / S 36mm / S 33mm / S 18mm /S 

S06. 25mm / S 28mm / S 29mm / S 24mm / S 40mm / S 15mm/ S 

S07. 33mm / S 27mm / S 28mm / S 25mm / S 36mm / S 16mm /S 

S08. 44mm / S 37mm / S 36mm / S 40mm / S 35mm / S 18mm /S 

S09. 27mm / S 21mm / S 22mm / S 25mm / S 35mm / S 13mm/S 

S10. 30mm / S 27mm / S 21mm / S 25mm / S 26mm / S 15mm /S 

S11 30mm / S 25mm / S 24mm / S 20mm / S 33mm / S 15mm /S 

S12. 30mm / S 26mm / S 26mm / S 30mm / S 27mm / S 14mm/S 

S13. 30mm / S 25mm / S 26mm / S 27mm / S 36mm / S 15mm /S 

S14. 30mm / S 26mm / S 27mm / S 25mm / S 28mm / S 15mm /S 

S15. 30mm / S 27 mm / S 28mm / S 25mm / S 15 mm/R 15mm /S 

S16. 26mm / S 24mm / S 20mm / S 21mm / S 13mm /R 14mm/ S 

S17. 33 mm / S 28mm / S 25 mm /S 27mm / S 24mm / S 16mm /S 

S18. 33mm / S 25mm / S 26mm / S 26mm / S 36mm / S 13mm /S 

S20 22mm / S 25mm / S 27mm / S 27mm / S 35mm / S 14mm /S 

S21 10 mm /R 23mm / S 24mm / S 25mm / S 33mm / S 12mm /R 



 

 

Résumé  

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogène opportuniste a Gram négatif 

responsable essentiellement d'infections nosocomiales. La présente étude concerne d'une part 

l'isolement de plusieurs souches de P. aeruginosa à partir de déférentes niches écologiques 

(sol, eau, et milieu hospitalier), et d'autre part la détermination du profil de résistance de ces 

souches. Vingt souches de P. aeruginosa ont été isolées après l’analyse de 100 prélèvements. 

Ces souches ont été identifiées on utilisant les techniques conventionnelles de bactériologie. 

La majorité des souches de P. aeruginosa proviennent des prélèvements de l’environnement. 

La détection des profils de résistance a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu 

Muller Hinton. Les vingt souches isolées sont sensibles à la majorité des antibiotiques testés.  

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa, Résistance, Gram négatif, Antibiotique. 

Abstract  

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic Gram-negative pathogenic bacterium 

primarily responsible for nosocomial infections .The present study concerns on the one hand 

the isolation of several strains of P. aeruginosa from different ecological niches (soil, water, 

hospital environment), and on the other hand the determination of the resistance profile of 

these strains. Twenty strains of P. aeruginosa were isolated after analysis of 100 samples. 

These strains were identified using conventional bacteriological techniques. The majority of 

P. aeruginosa strains come from environmental samples. Resistance profiles were detected by 

the Muller Hinton diffusion method. The 20 isolated strains are sensitive to the majority of 

antibiotics tested.  

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Resistance, Gram negative, antibiotics. 

 ملخص           

الزائفة الزنجارية هي بكتيريا مسببة للأمراض سالبة الغرام انتهازية مسؤولة بشكل أساسي عن التهابات المنتقلة من 

سلالات الزائفة الزنجارية من مختلف المنافذ البيئية )التربة والمياه وبيئة  من العديد بعزل الدراسة هذه تتعلق المستشفيات.

 من  الزائفة الزنجاريةتم عزل عشرين سلالة من بكتيريا  مقاومة هذه السلالات. ومن ناحية أخرى تحديد ملف ،المستشفى(

 الزائفة الزنجاريةتم تحديد هذه السلالات باستخدام التقنيات البيكتيريولوجية التقليدية  حيث أن غالبية سلالات  عينات مختلفة

حيث تم الكشف عن ملامح المقاومة بواسطة طريقة الانتشار على الوسط مولر هينتون فان عشرون من بيئة المستشفى  تأتي

التي تم اختبارها  سلالة معزولة حساسة لغالبية المضادات الحيوية   100     

 . المضادات الحيوية الجرام، سلبية ،، المقاومةالزائفة الزنجارية : المفتاح تالكلما   
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