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Résumeé :

L’infection urinaire demeure partout dans le monde une pathologie trés fréquente, c’est I'un des principaux
motifs de consultation, d’explorations microbiologiques et de prescription des antibiotiques avec pour cette
derniére, les conséquences sur le coit des soins et du développement de résistances bactériennes. L’objective
de notre travail est de déterminer les antibiotiques les plus efficaces contre I'infection urinaire a E. coli chez
la femme dans la région d’étude. Sur ’ensemble des ECBU examinés (109 échantillons), 34 répondaient aux
criteres d’une infection urinaire, le taux de positivité est alors de 31.19 %. Les profils bactériologiques des
infections montrent que les bactéries prédominantes sont les entérobactéries ; avec Escherichia coli (62%),
suivie par Klebsiella (16%) et la femme enceinte était la catégorie la plus toucher. Les résultats
d’antibiogramme montrent que le taux souches multirésistantes (BMR) 47.61%, et La Gentamicine était I’anti-
infectieux le plus freguemment actif avec le Fosfomycine (100% des souches étaient sensibles)

Les mots clés :
Escherichia coli — I’urine- infection urinaire-la femme -antibiotique-résistance-ECBU-antibiogramme
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Abstract:

The urinary tract infection remains a very frequent pathology all over the world; it is one of the main reasons
for consultation, microbiological explorations and prescription of antibiotics with, for the latter, the
consequences on the cost of care and development. Bacterial resistance. The objective of our work is to
determine the most effective antibiotics against E. coli urinary tract infection in women in the study area. Of
all the ECBU examined (109 samples), 34 met the criteria for a urinary tract infection, the positivity rate is
then 31.19%. Bacteriological profiles of infections show that the predominant bacteria are
Enterobacteriaceae; with Escherichia coli (62%), followed by Klebsiella (16%) and the pregnant woman
was the most affected category. The antibiogram results show that the rate of multiresistant strains (BMR)
was 47.61%, and Gentamicin was the most frequently active anti-infective with Fosfomycin (100% of the

strains were sensitive)

Key words:

Escherichia coli- urine-woman-The urinary tract infection- antibiotics- resistance- ECBU- antibiogram



Introduction géneérale :

L’infection urinaire (IU) est une des infections bactériennes les plus fréquentes et

constitueun probleme majeur de santé publique (Zahir et al., 2019)

La frequence des infections urinaires est estimée a 150 millions de cas par an
dans lemonde (Bertholom., 2016)

C’est 1'une des principaux motifs de consultation, d’exploration
microbiologique et deprescription d’antibiotiques .avec leurs conséquences sur
le cout des soins et du développement de résistances bactériennes (zahir et al.
,2019). Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les infections
urinaires a Escherichia coli sont de loin les plus fréquentes au sein de 1’hopital
et de la communauté (OMS2014). Au cours de ces derniéres années, une
augmentation de I’incidence des résistances aux antibiotiques des germes
responsables d’infection urinaire a été constatée (Rakotovao-Ravahatra et al
.,2017), et le traitement devient difficile surtout chez la femme prédisposée a des
infections urinaires fréquentes, qui menacent la santé et le bien étre avec risque
de developper des infections chroniques ou a répétition.

L’examen cytobactériologique des urines reste I’examen clé pour le diagnostic
positif de cette infection, il permet d’identifier le germe responsable et d’étudier
sa sensibilité aux antibiotiques. Le recueil de I’échantillon ainsi que son
acheminement vers le laboratoire doivent étre effectué dans des conditions strictes
et selon un Protocol bien défini pour éviterles erreurs d’interprétation (llyass .,
2019). L’antibiogramme reste une technique de base pour déterminer la sensibilité
des agents infectieux aux différents antibiotiques, et le recours a cette technique
devient de plus en plus important pour éviter les échecs thérapeutiques et le
développement des résistances aux antibiotiques, phénomene inquiétant qui
provoque 1’émergence des souches multirésistantes qui menacent la santé
publique.

Ce travail est divisé en deux parties :

1- Partie théorique: a pour but d’étudier les infections urinaires, et leurs
classifications, physiopathologie, et épidémiologie, les facteurs de risque,les voies
de contaminations urinaires et les germes causals, structurée en trois chapitres
interdépendants : Le premier donne une idée genérale sur les infections urinaires

bactériennes et leurs principaux agents causals, les déférentes voies de

20
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contaminations, et le diagnostic de 1’infection urinaire. Le deuxiéme détaille la

morphologie, 1’identification biochimique, le pouvoir pathogéne d’Escherichia

coli. Le troisieme implique la sensibilité et la résistance

D’E. Coli sous I’effet des différents antibiotiques et I’orientation thérapeutiques.

2- Partie pratique : devisée en deux temps :

Le premier temps au niveau de laboratoire privé dans la zone d’étude (KSAR EL BOUKHARI).
Pour récolter les prélévements et réaliser ’ECBU.

Le deuxiéme temps au niveau de laboratoire de la facult¢é SNV de 'université YAHIA Farés de

Médéa, pour faire 1’étude bactériologique et des tests de sensibilité antimicrobienne.

L’objectif de notre étude était I’investigation de 1’état actuel de la sensibilité aux antibiotiques pour
E.coli responsable des infections urinaires communautaires chez la femme (dans la région de KSAR

EL BOUKHARI), pour mieux orienter la thérapeutique des infections urinaires.



Chapitre |

Introduction sur les infections urinaires
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1. Définition :

L’infection urinaire est une agression de tout ou partie de I’arbre urinaire par un ou plusieurs
microorganisme qui génerent une réaction inflammatoire et des manifestations cliniques .elle
se définit donc par des signes cliniques évocateurs et d’une leucocyturie considérées comme

significatives (Raghu.,2016)

2. Classification et terminologie :

Infection urinaire simple :

Ce sont des U survenant chez des patients sans facteur de risque de complication

Infections urinaires a risque de complication :

Ce sont des U survenant chez des patients ayant au moins un facteur de risque pouvant

rendre I’infection plus grave et le traitement plus complexe Infections urinaires graves :

Ce sont les PNA et les U masculin S’associé :
- Un sepsis grave.

- un choc septique.
Cystites récidivantes :

Elles sont définies par la survenue d'au moins 4 épisodes pendant 12 mois consécutifs.
Colonisation urinaire :

La colonisation urinaire est la présence d’un microorganisme dans les urines sans
manifestations cliniques associee les deux seules situations consensuelles pour le dépistage et
le traitement des colonisations urinaires sont :

- avant une procédure urologique invasive programmee

- grossesse a partir du 4eme mois recommandation spécifique chez la femme enceinte
(Ouamrouche et al. , 2019)
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3. Epidémiologie :

L’incidence de la maladie dépend de 1’age et du sexe :

-2 % chez le nouveau-né et le nourrisson, avec une proportion d’une fille pour quatre gargons

(réle favorisant des uropathies malformatives obstructives).

- Environ 1 % chez les enfants avec un gargon pour trois filles (role des vulvovaginites de la
fillette).

-Chez la femme, la fréquence augmente avec le r6le favorisant des rapports sexuels, pour
atteindre 8 a 10 % aprés la soixantaine.

- Environ 2 a 3 % des femmes adultes présenteraient un épisode de cystite par année, et 5 %
auraient une bactériurie asymptomatique.

-10 a 30 % des femmes auront une (des) infection(s) urinaire(s) au cours de leur vie. (6)

4. Les voies de contaminations (physiopathologie) :
Voie ascendante :
Rétrograde ou canalaire est le monde d’invasion le plus fréquent
A : Chez la femme, la contamination des urines est favorisée par :
- la briéveté de ’uretre (3 cm)
- la proximité du méat urétral et de 1’anus.
- une diurése et un nombre de mictions insuffisant.
- la grossesse et les rapports sexuels.
B : L’homme est moins exposé aux infections urinaires pour des raisons :
- anatomiques : longueur de 1’urétre, distance plus importante entre le méat uréthral et I’anus.
- physiologiques : sécrétions prostatiques antibactériennes.
- Les manceuvres instrumentales : sondage, endoscopie, opacification rétrograde favorisent
I’infection par voie rétrograde (infection urinaire iatrogene).
- La contamination du haut appareil est favorisée par un reflux vésico-urétéral anatomique ou
fonctionnel (secondaire a I’infection en raison de 1’inflammation du trigone).
Voie hématogeéne :
Est rare. Elle se fait a partir d’un foyer infectieux (bactériémie septicémie) ORL dentaire,
cutané... ou d’un geste endoscopique avec effraction veineuse (passage systémique). Elle
concerne principalement les patients immunodéprimes et les patients diabétiques (infection

urinaire a bas bruit souvent tres severes).



Voie lymphatique :
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Et de contiguité (communication anormale entre I’intestin et I’appareil urinaire, foyer profond

de suppuration, abces para-veésical) sont controversées

5. Facteurs de risques :

Facteurs liés a I’hote, pathologiques :

-Diarrhée plus que la constipation.

- Prise insuffisante de boissons (entrainant une diurese faible).

-Péri ménopause (pré- et post-).
- Infections gynécologiques.
- Manque d’hygiéne intime.
-Grossesse.
- Diabete.
- Immunodépression.
- Alitement prolongé.
- Troubles de la statique pelvienne.
-Diverticule urétral.
Facteurs liés a I’hote, physiologiques :
-femme : Briéveté de l'urétre
- femme enceinte : Action relaxante de la progestérone

- majoration résidu post-mictionnel (6)

6. Les germes causals d’infection urinaire :

Les germes responsables de 1’infection urinaire communautaire sont avant tout les

Entérobactéries (bacille Gram négatif) et principalement Escherichia coli (qui représente 80 a

90 %des infections urinaires banales).

-Proteus mirabilis (10 %, germe a uréase qui favorise la précipitation des ions phosphates

avec constitution de calculs phospho-ammoniacomagneésiens et de carbapatites).

- Klebsiella pneumoniz, Enterobacter, Serratia, Citrobacter et Acinetobacterviennent ensuite.

- Les cocci Gram positif rencontrés sont les Staphylococcus aureus Dnase + et Epidermidis

Dnase-, et I’entérocoque (Streptocoque D).

- Les cocci Gram négatif (gonocoque) sont rares (homosexuels).

-Les anaérobies : d’origine digestive (souvent t¢émoins d’une fistule colo-vésicale).
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- Les autres : Candida albicans (contexte de sonde a demeure, antibiothérapie prolongée),
Chlamydie trachomatis, mycoplasme, Trichomonas vaginalis.

- Les infections a Pseudomonas &ruginosa (pyocyanique) Serratia et germes
multirésistantsSe voient plus spécifiquement lors des infections urinaires nosocomiales.
L’adhésion bactérienne représente un facteur de colonisation et d’uropathogénicité. Cette
Adhésion bactérienne est modulée par des mécanismes spécifiques (anticorps locaux) et non

Spécifiques (un pH urinaire acide limite la croissance bactérienne).(6)

7. Diagnostic des infections urinaire :

Prélevements des urines :

Le prélevement d'urines pour faire un ECBU s'effectue gréace a un flacon stérile (disponible en
pharmacie ou fourni par le médecin traitant) sur les urines du matin. Selon les patients (enfant
en bas age,...), pour I'examen cytobactériologique des urines (ECBU), le recueil de I'urine
s'effectue parfois au moyen d'une poche stérile adhésive (sac collecteur) maintenue autour des
organes génitaux pendant au moins 30 minutes. Le recueil de 1’urine destinée a I’ECBU est
également possible en fin de journée avec de I'urine restée au minimum 4 heures dans la

vessie. Soulignons que le premier jet d'urine est a éliminer dans les toilettes (Ameli .,2021).

Le prélévement urinaire doit étre réalisé au terme d'une toilette intime minutieuse (savon
doux a I’aide d'une compresse, linge propre,) pour exclure tout risque de confusion des
résultats (contamination par les selles, etc.). Afin de recueillir les urines du matin, on utilise
généralement la méthode appelée "milieu de jet" (ou "a la volée™), qui consiste a éliminer le
premier jet (soit environ 20 ml d'urine) et ensuite a recueillir 20/30 ml d'urine dans un flacon
stérile (pot avec le couvercle). Le flacon stérile (avec acide borique) pour I’ECBU peut se
conserver jusqu'a 24 heures a tempeérature ambiante et moins de 48 H au réfrigérateur. Lors du
prélevement des urines, il est impératif de bien se laver les mains au savon et a l'eau claire,
puis de se rincer et essuyer les mains avec un linge propre ou bien un essuie-main a usage
unique (Jean ., 2021).

Ainsi, les urines doivent étre recueillies dans un flacon stérile prévu a cet effet et délivré par
le laboratoire d’analyses médicales. Pour cet examen biologique, il est recommandé de
collecter les urines du matin (en particulier le second jet) afin d'évacuer le type de bactéries
présentes dans le méat urétral (orifice externe de I’urétre a l'extrémité du pénis). (Jean ;
2021)Chez les femmes, I'ECBU doit, dans la mesure du possible, étre réalisé en dehors de la

période menstruelle. Pour le réaliser, il faut dégager le méat urinaire durant le prélevement ou
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maintenir les petites lévres écartées. "Si le prélevement d'urines n'est pas réalisé dans le
laboratoire d'analyses médicales, il doit étre amené dans un délai de deux heures. Dans

I'attente, il doit étre conservé au réfrigérateur a +4°C pour éviter que les germes proliferent.

Chez le nouveau-neé ou I'enfant qui n'est pas encore propre, le prélevement est effectué via une
poche collectrice". (Jean ; 2021)
Apres on réalise I’examen des urines on passe par les bandelettes urinaire et apres par
I’examen cytobactériologique des urines pour les interprétes.

Les bandelettes urinaires :
Test de détection rapide de l'infection urinaire. Elle permet d’orienter sans I’affirmer
I’infection urinaire. Elle utilise une méthode biochimique pour détection de leucocytes et/ou
de nitrites. Seules les entérobactéries (possédant un nitrate réductase) sont capables d’excréter
des nitrites dans les urines. C’est un bon test de dépistage. Il est suffisant en cas de cystite
simple. En revanche, il doit étre complété d’un ECBU en cas de suspicion d’infection
parenchymateuse. Il peut étre faussement négatif si pH urinaire < 6 ou si nombre de bactéries
< 100000 UFC
Bandelette :
A réaliser dans les mémes conditions que I'ECBU.
Les BU depistent :
- Leucocyturie (activité estérasique des leucocytes)
- Bactériurie (détection des nitrites)
-Hématurie
- pH
- Densité

Examen cytobactériologique des urines (ECBU) :

Définition :
Recueil des urines par des conditions d'asepsie stricte Le cathétérisme sous-pubien qui est
une méthode théoriquement idéale. (Ouamrouche ., 2019)
- Homme :
Nettoyage soigneux du gland a I’ammonium quaternaire puis sérum physiologique, urines du
2° jet.
- femme :

Toilette soigneuse, préléve le 2° jet



-certains sujets obeses ou grabataires : par sondage
-enfant :

Collecteurs collés stériles (Ouamrouche ., 2019)
Signification Leucocytaire :

L’association d’une leucocyturie ¢levée et d’une bactériurie significative (> cent mille/ml)
traduit une infection urinaire. (Ouamrouche ., 2019)

7.3.3 Signification Bactérienne :

Elle doit étre interprétée en fonction du mode de recueil, de la diurese, de ’espece
microbienne retrouvée, du nombre de colonies et de la symptomatologie.

On retient des seuils de positivité différents selon les tableaux

Infectieux :

— Bactériurie > 1000 UFC/ml en cas de cystite aigué infectieuse.
— Bactériurie > 10000 UFC/ml en cas de PNA simple.
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— Bactériurie > 100000 UFC en cas d’infection urinaire a risque ou compliquée (> 10000 chez

I’homme). (Ouamrouche .,2019)

Examen direct :
Les résultats sont obtenus en quelques minutes apreés coloration de Gram.
La numération des leucocytes doit t’étre normalement mm3 ou 10000/ml.
Recherche de cristaux et de cylindres. Apres I’examen direct, et quel que soit le résultat, les
urines sont mises en culture pour numeration ; identification des germes (UFC = unité
formant colonie). Et L.’antibiogramme est réalisé si la culture est positive.(Ouamrouche .,

2019)
But d’ECBU :

-denombre les leucocytes contenus dans I’urine totale a I’aide d’un dispositif de numération.

-1l permet de visualiser : les hématies, les cristaux (oxalate, urate, phosphate), les cylindres,

les bactéries, les levures, les parasites pour I’interprétation (Ouamrouche ., 2019).
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CHAPITRE Il : GENERALITES SUR ESCHERICHIA COLI

1. Classification et morphologie :

Bactérie appartenant a la famille des entérobactériaceae, genre Escherichia. Petits bacilles

Gram négatif, 2 a 4u de long sur 0,4 a 0,6 p de large, mobile grace a une ciliature péritriche.
Les Escherichia coli font partie du genre Escherichia qui comprend 6 espeéces.

o E.coli.

E. coli inactive.

E.fergusonii.

E. hermani.

E. Vulneris.
E. blattae

2. Habitat :

Les E. coli sont des hotes normaux de I’intestin de I’homme et des animaux. Chez I’homme,
elles représentent 80% de la flore normale aérobie. On les retrouve également dans les

milieux extérieurs (sol, eaux) ou ils sont le ttmoin d’une contamination fécale.

3. Culture et identification :

Caracteres culturaux :
E. coli est aérobies - anaérobies facultatifs, pousse sur des milieux de culture ordinaires en
24 h, a 37C°, et des milieux sélectifs (Hektoen, Mac- conkey). Sur milieu gélosé ordinaire, les

colonies sont lisses, arrondies parfois on a des colonies d’aspect muqueux, d’un diametre de 2

a 3 mm, En bouillon, on obtient en 24 heures un trouble abondant et homogéne.

Caractéres biochimiques :

-Fermentent le glucose avec production de gaz.

-Les produits terminaux sont des acides mixtes : RM (+) et VP (-).

-Dégradent le lactose. Ils sont ONPG (+).

-Dégradent le saccharose.

-lls sont indole (+) et LDC (+).

-1ls n’utilisent pas le citrate comme seule source de Carbonne, Citrate de simons (-).



31

CHAPITRE Il : GENERALITES SUR ESCHERICHIA COLI

-lls sont T.D.A. et urée (-) et H2S (-).

-Aspect sur T.S.1. Culot jaune avec gaz pente jaune.

N.B. : Certains souches, par mutation peuvent étre indole (-) ou par acquisition de plasmide
peuvent étre H2S (+).

4. Structure antigénique des E. coli :

Ag O : Somatique = L.P.S. Thermostable, a I’heure actuelle environ 173 Ago ont été

identifiés.
Ag H : Flagellaires : thermolabiles 56 Ag H ont été identifiés.

Antigéne d’enveloppe ou de capsule :

IIs sont de 02 types :

1- Ceux de nature polysaccharidique retrouvés au niveau d’un pseudo capsule. Ils
masquent les AgO et les rendent inagglutinables . autrefois, ils étaient subdivisésen Ag L . A

et B actuellement, ils portent tous la dénomination d’Ag K. On a identifié environ 80 Ag K.

2— Ceux de nature protéinique : antigenes de fimbriae ou pili, Antigéne des pili
commun mis en évidence par agglutination de GR cette HA est inhibée par le mannose c’est

également elle est dite mannose sensible.

Antigene d’adhésions :
Rendent les souches hemmaglutinantes. Cette HA est mannose résistante.
On a identifié :
CFAI et CFAII (colonisation facteur antigéne) retrouvés chez les souchesenterotoxinogénes
isolées chez I’homme permettent aux souches d’adhérer a la muqueuse intestinale.
Adhésinede type PAP (Pyélonéphrite associated pili), Adhésine de type AFA (A fimbrial
adhésine), Adhésine de type SFA dont le récepteur est le a sialyl galactose Ces 3 derniers Ag
d’adhésion sont fréquemment rencontrées chez les souches d’E.coli.responsables d’infection
urinaire.
Antigéne M = Retrouvé chez les bactéries donnant des cultures mucoides.
(Microbiologie clinique.com).

5. Identification :
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Identification biochimique avec Galeries miniaturisée API 20E.

3' ‘\‘\‘ ﬂﬁ M A\ M\ O\ B O W v
N
e N S| N
il ‘ ) \-1 | »«1 v] | j' p]
¢ - A _/A - ¥ /A\J \&F A\q‘/ \./
ONPG ADH LDC ooc [CIT] Ha2s URE TDA IND |VP| [GE GLU MAN INO § AR
C N R A R R L = wp e e o e e e e

Figure 1 : Galerie API 20 E Pour E. coli.

6. Pouvoir pathogene :
Pathogéne opportuniste : Infections urinaires, Infections digestives (E. coli particuliers :
EPEC, EIEC, ETEC, EHEC), Méningites, infections nosocomiales, différents infections chez
les animaux (Bayliset al., 2006; Catherine B, 2007 ).

7. Facteur de virulence :

L'antigéne O (LPS) ou endotoxine : sécrétion d’entérotoxine (souche ETEC),
verotoxines. Hemolysines, adhesines, siderophores.

Toxines Elabores :
HEMOLYSINE g (r6le dans les infections urinaires), Toxines thermolabiles :
LT, se subdivisent en toxines LTlet LT2 (méme activité biologique que 1’enterotoxine
cholérique), Toxines thermostables (ST) se devise en STA et STB, Shigatoxine (STx) ou
Verocytotoxines (V.T) (exotoxines protéique a effet cytopathique)
8- Résistances aux antibiotiques :

Une multitude de résistances aux antibiotiques, ex : résistances aux p-lactamines par

production de B-lactamases, résistance aux sulfamides (Chao et al., 2006).

9. Les E. coli uropathogénes :

Les UPEC sont la principale cause des infections urinaires communautaires environ 80-90
% (Foxman, .,2014, Flores-Mireles et al., 2015). Quatre principaux phylogroupes UPEC (A,
B1, B2 et D) ont été identifiés sur la base de I'occurrence de la pathogénicité génomique.Sur
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La base de I'occurrence d'ilots de pathogénicité génomiques (PAI) et de L’expression de
facteurs de virulence, tels que les adhésines, les toxines, les Polysaccharides de surface, des
flagelles et des systemes d'acquisition du fer (Bienet al., 2012). En géneral, plusieurs de ces
facteurs de virulence sont nécessaires pour que les UPEC provoquent des infections urinaires
(Hannah, 2012).Pour que les UPEC provoquent des infections urinaires (Hannan et al.,
2012). Cependant, outre lesUPEC, les infections urinaires peuvent étre causées par Klebsiella
pneumoniae (environ7 %), Proteus mirabilis (environ 5 %) et Pseudomonas
aeruginosa,Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Streptococcus bovis,et le
champignonCandida albicans (pour le pourcentage restant ;Parish et Holliday., 2012 ; Palou
etal., 2013 ; Hof., 2017). Au cours de UT]I, la pathogénese des UPEC comprend :

-(a) la colonisation par les UPEC des zones péri-urétrales et vaginales avec colonisation de

l'urétre

-(b) I'ascension dans la lumiére de la vessie et la croissance sous forme de cellules planctoniques

dans l'urine

-(c) adhésion a la surface et interaction avec I'épithélium de la vessie.Systéme de défense de

I'épithélium vésical (voir ci-dessous)
-(d) formation d'un biofilm

-(e) invasion et réplication en formant des communautés bactériennes intracellulaires dans la
vessie. Communautés bactériennes intracellulaires (CIB) ou des réservoirs intracellulaires

quiescents (QIR) se forment et résident dans I'urothélium sous-jacent.

(F) colonisation des reins et dommages aux tissus de I'h6te avec un risque accru de risque
accrude bactériémie/septicémie, .La réplication des bactéries dans I'IBC peut facilement

atteindre jusqu’a 105 bactéries par cellule.
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Figure 2 : les voies urinaires et les sites d’infection
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Figure 3 : Escherichia coli adhésion et structures de mobilité
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1. Historique :

Les antibiotiques sont des substances naturelles, hémi-synthétiques ou synthétiques qui sont
capables d’inhiber la croissance bactérienne ou de tuer les bactéries. Le tout premier d’entre
eux fut la pénicilline, découverte en 1928, par Alexander Fleming, médecin, biologiste et
pharmacologue britannique qui a découvert, par hasard, qu’une ou des substances produites

par un champignon, Penicillium notatum, avaient la faculté d’inhiber la croissance bactérienne.

Figure 4: Portrait d’ Alexander Fleming (Nobel foundation, Alexander Fleming
1945)

Il faut ensuite attendre 1932 pour voir apparaitre sur le marché le premier antibiotique de
I’histoire commercialisé par les laboratoires Bayer, le Prontosil, un sulfamide utilis¢é comme
antibactérien contre certaines infections a streptocoque. Ce n’est qu’en 1945, a la fin de la
seconde guerre mondiale que la pénicilline est fabriquée industriellement en grande quantité
et commercialisés. Quelques années plus tard en 1942, la premiere résistance aux sulfamines
est décrite suivie en 1946 de la résistance a la pénicilline G mais c’est le japonais T.Watanabe
qui démontre pour la premiere fois 1’origine génétique de I’antibiorésistance en montrant que

le géne responsable est porté par un plasmide bactérien. (Veyssire., 2019)
1. Définition :

On appelle « Antibiotique »toute substance naturelle d’origine biologique élaborée par un organisme vivant, substance
chimique produite par synthese ou substance semi synthétique obtenue par modification chimique d’une molécule de
base naturelle ayant les propriétés suivantes : - Activité antibactérienne - Activité en milieu organique - Une bonne
absorption etbonne diffusion dans 1’organisme Les antibiotiques ont la propriété d’interférer directement avec la

prolifération des micro-organismes a des concentrations tolérées par I’hote. (Mohammdi .,2019)
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-Substances capables d’inhiber spécifiquement la croissance de micro-organismes ou de les détruire.
(Caveriviere.,2011)

-Substances chimiques produites par des micro-organismes ou obtenues par semi-synthése ousynthése chimique
(Caveriviere.,2011)

3.Les classes d’antibiotiques :

Cinq classes principales :

Pénicillines ou Béta-lactamines
Macrolide
Fluoroquinolones (FQ)

Aminosides

o M L D P

Glycopeptides

D’autres moins utilisées :

-Synergistines

-Lincosamides

-Cyclines

-Sulfamides

-Polymyxine

-Les phénicolés

-Les nitro-imidazolés

-Anti anaérobies (ATB a structure et a mécanisme particulier)

4. Modes d’action des Antibiotiques :

Les ATB agissent a des niveaux precis de la structure bactérienne
Les principales cibles sont :

I-La paroi bactérienne : par inhibition de sa synthése (vancomycine, fosfomycine, pénicillines)
I1- Membrane cytoplasmique (polymyxines) : Atteinte de I’intégrité de la membrane plasmique.

I11I-ARN des ribosomes : inhibition de la synthése des protéines
(macrolides,tétracyclines, chloramphénicol, aminosides)



IV-ADN bactérien : inhibition de sa synthése (quinolones et FQ)
Les différentes indications des antibiotiques comprennent :

1-But curatif : traitement d’une infection
2-But prophylactique : en prévention d’une infection (exemple :

ATBiothérapie chirurgicale)

5. Les mecanismes de resistances bactériennes aux antibiotiques :

Outre les résistances naturelles des bactéries, il existe un nombre important de mécanismes
deRésistance développé par les bactéries en réponse a la pression de sélection des ATB. Ces
Résistances relévent d’un mécanisme biochimique dont le support est génétique et elles
peuvent étre transmissibles a d’autres bactéries (Andremont et Pression., 2002).

Les modes de résistance connus actuellement résultants de la pression de sélection exercée
parles ATB sont au nombre de quatre :

-L’inactivation enzymatique par la sécrétion d’une enzyme

-L’efflux actif

-La modification de la cible

-La diminution de la perméabilité a I’antibiotique (par réduction de nombre des porines)
Une méme bactérie peut presenter plusieurs de ces mecanismes de résistance
(Bevilacqua.,2011).

6. Mécanismes de résistance d’E. Coli :
- La résistance aux R-lactamines :
Dans le cas d’E. Coli, la résistance aux B-lactamines est due a une inactivation de

L’antibiotique par 1’acquisition d’enzymes. Nous avons identifié 6 phénotypes qui sont :

1-Phénotype sensibles (P.S.) : Les souches de ce phénotype sont sensibles aux -lactamines. Il
S’agit des entérobactéries du groupe 1.

2-Phénotype pénicillinase de bas niveau (P.B.N.) : Les souches sont résistantes a
L’amoxicillineet sensibles a 1’association amoxicilline + acide clavulanique, a la céfalotine et

a la ceftriaxone.

3-Phénotype pénicillinase haut niveau (P.H.N.) : Les souches sont résistantes a 1’amoxicilline,
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A I’association amoxicilline + acide clavulanique, a la céfalotine mais sont sensibles a la
ceftriaxone.

4-Phénotype pénicillinase résistante aux inhibiteurs des béta-lactamases pour TEM
résistantesAux inhibiteurs : Les souches sont résistantes a 1’amoxicilline, 1’association
amoxicilline + acide clavulanique mais sont sensibles a la céfalotine et a la ceftriaxone.
Phénotype céphalosporinase inductible (C.Ind.) : Les souches de ce phénotype sont
Résistantes a I’amoxicilline, a 1’association amoxicilline + acide clavulanique, a la céfalotine
mais sont sensibles a la ceftriaxone et a la ticarcilline.

5-Phénotype céphalosporinase déréprimée (C.D.) : Les souches sont résistantes a
I’amoxicilline, a I’association amoxicilline + acide clavulanique, a la ticarcilline, a la
cefalotine et a la ceftriaxone mais elles sontsensibles au mécillinam (Keita, 1999).
6-Phénotype -lactamase a spectre élargi (B.L.S.E.) : Les B-lactamases a spectre élargi
(BLSE) constituent un vaste groupe de B-lactamases véhiculées habituellement par des
plasmides. Ce type de B-lactamases confére une résistance a I’ensemble des B-lactamines, a
I’exception des céphamycines (céfoxitine, céfotétan, latamoxef) et des carbapénémes
(imipéneme, doripénéme,ertapénéme, méropéneme). Elles ont la propriété d’étre inhibées par
les inhibiteurs de bétalactamases dont 1’acide clavulanique, a la base méme du principe de
détection des BLSE.Plus de 200 BLSE ont été décrites, classées en 11 familles en fonction de
leur séquence protéique. Les 4 familles majeures sont TEM, SHV, OXA et CTX-M, et sont le
plus souvent d’origine plasmidique

(Géraldine., 2010).

7. Apercu sur les BLSE :

Les B-lactamines constituent une famille majeure d'antibiotiques trés largement utilisés en
clinique. Ces molécules agissent en inhibant la synthése de la paroi bactérienne par fixation
aux protéines liant les pénicillines (PLP), enzymes impliquées dans la synthese du
peptidoglycane. Chez les bacilles a Gram négatif (BGN), il existe 3 types de mécanismes de
résistance aux P-lactamines : la faible affinité pour les PLP, les phénoménes d’imperméabilité
et d’efflux, et surtout I’inactivation enzymatique par les B-lactamases. Les premicres [3-
lactamases (pénicillinases a spectre étroit) plasmidiques (TEM-1/2, SHV-1) ont été
initialement décrites dans les années 60 chez Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae et ont
trés vite diffusées parmi d’autres especes (entérobactéries, Haemophilus influenzae, Neisseria

gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa) (Bradford ., 2001).
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Devant I’émergence de ces enzymes, de nouvelles B-lactamines stables (notamment
cephalosporines a spectre élargi) ont été développées dans les années 70-80. Cependant, leur
utilisation intensive en clinique s’est suivie de 1’apparition précoce de résistance. Ainsi, la
premiére B-lactamase capable d'hydrolyser les céphalosporines a spectre élargi (SHV-2,
mutant ponctuel de SHV-1) a été décrite en 1985 dans une souche de K. pneumoniae en
Allemagne [10,11]. Du fait de leur élargissement de spectre d’activité, ces enzymes ont été
appelées «B-lactamases a spectre étendu» (BLSE), et a ce jour de nombreuses BLSE (> 230)
ont eté décrites a travers le Monde representant un probléme majeur de santé publique
(Paterson et al ; 2005).

8. Caractéristiques moléculaires des BLSE :

Leur apparition s'explique par la mutation des génes des plasmides de TEM et SHV (Bush et
al., 1995). En effet, une seule mutation sur le plasmide de TEM ou SHV peut provoquer une
Modification du site actif de I'enzyme et donc une modulation de l'activité pouvant s'exprimer
de facon variable vis-a-vis des C3G (Paterson et al,. 2005). Cette substitution en acide aminé
ne concerne qu'un nombre restreint de position mais certaines sont particulierement
importantes. 1l a été montré que, pour TEM, les acides aminés les plus mutés sont en position
104, 164, 238 et 240 (Perilli et al, 1997). Les acides substitués sont la lysine, la sérine, la
leucine et I'histidine (Philippon et Arlet.,2005). Cela a une importance car la mutation du
géne entrainant une variation de la structure protéique de I'enzyme synthétisé, I'affinité de
I'enzyme pour la -lactamine peut en étre modifiée. Les mutations ne concernent jamais la
sérine 70 du site actif (Paterson et Bonomo, 2005)

Parfois, la mutation de I'acide aminé sur TEM peut entrainer une baisse de I'affinité de la

- lactamase pour I'ensemble des -lactamines et en particulier pour les inhibiteurs. Ces enzymes
de classe A ont une faible activité en entrainant une faible augmentation des CMI (Philippon
et Arlet,. 2005).

Par rapport aux -lactamases de type TEM, il existe relativement moins de mutants SHV avec
un nombre de mutations ponctuelles également réduit (Jacoby et Sutton,. 1991). La position
la plus substituée est la 238 avec par exemple la SHV-2 sur laquelle la glycine est substituee
par une serine.

Ainsi, en fonction de I'acide aminé substitué, la —lactamase développera une meilleure affinité
pour lI'une des C3G (Huletsky et al,. 1993).
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méthode de diffusion en milieu gélosé utilisant des disques (en dehors de certaines bactéries, comme les
bactéries intracellulaires strictes), mais aussi de plus en plus en milieu liquide, en utilisant des automates
(par exemple le Systeme Vitek 2, BioMérieux). (Veyssiere et al .,2019)

10. Mesures de base de I’activité antibiotique :

La CMI ou concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration d'antibiotique qui inhibe toute
croissance visible d'une souche bactérienne aprés 20 + 4 heures de culture & 35°C + 2°C. Cette valeur
caractérise I'effet bactériostatique d'un antibiotique et permet de déterminer si une souche est sensible ou
résistante a 1’antibiotique testé.

La CMB ou concentration minimale bactéricide est la plus petite concentration d'antibiotique laissant 0,01%
ou moins de survivants de I'inoculum initial apres 20 + 4 heures de culture a 35°C + 2°C. Cette valeur
caractérise l'effet bactéricide d'un antibiotique. On consideére que si la CMB est < a 4 CMI I’antibiotique est
bactéricide et donc tres efficace et au contraire si la CMB > a 10 CMI, on le considere comme peu efficace,
donc bactériostatique.

La détermination de la CMI ou CMB peut se faire par différentes méthodes. La détermination de la CMI est
souvent réalisée en routine par la méthode des dilutions en milieu liquide en utilisant des concentrations
croissantes d’antibiotiques (soit par la microméthode a 1’aide de microplaques 96 puits, ou a 1’aide de
systemes semiautomatisés ou automatisés) ou par la méthode de diffusion en milieu gélosé a I’aide de

bandelettes imprégnées de concentrations croissantes d’antibiotiques (E-tests).
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Figure 05 : E.test déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’un antibiotique.

Dans la pratique courante, pour connaitre ces valeurs on se fie aux normes de I’European
Committee for Antibiotic Susceptibility (EUCAST) sur le site de la Société Francaise de
Microbiologie ou SFM.

La mesure de la bactéricide n’est pas réalisée en routine, mais est caractérisée lorsqu’on veut
étudier I’efficacité d’un antibiotique et/ou d’une association d’antibiotiques sur une

bactérie(Veyssiere et al .,2019).
11- L’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé :

L’antibiogramme est 1’analyse permettant de déterminer la sensibilité d’une bactérie a un
panel d’antibiotiques. L’une des techniques de base utilisée est 1’antibiogramme par la
méthode de diffusion en milieu gélosé utilisant des disques calibrés imbibés d’antibiotique.
Pour se faire, on dépose un inoculum standardisé de la bactérie a étudier sur une gélose
Mueller-Hinton (MH). La composition de ce milieu (que ce soit pour les méthodes en milieu
gélosé qu’en milieu liquide) est standardisée, notamment en ions calcium, magnésium et en

thymine.



Neisseria gonorrhoeae avec une gélose chocolat Polyvitex® et pour les
anaérobies, avec unegélose additionnée de sang de mouton, vitamine K1 et
hémine.

Pour certaines bactéries, un milieu différent que le milieu MH est utilisé
(Neisseria gonorrhoeae : gélose chocolat Polyvitex® et pour les anaérobies,
gélose Brucella additionnéede sang de mouton, vitamine K et hémine). La
gélose imprégnée de disques est ensuite mise aincuber dans une étuve a 35°C *
2°C pendant 20h = 4h. Les diametres d’inhibition présents autour du disque
sont mesures, lus et interprétés selon les recommandations et les criteres de

I’EUCAST, par comparaison avec des diametres critiques (Veyssiere et al

,2019)

Boite de Pétri
Fas d’inhibition du
développemernt : la
hactérie est D éveloppemert
résistarte 3 cet bactérien sur la
aritibiotigue gélose maritive
Pastilles
dantibioticues
Réaction
ittermédiaire &
17 aritbd oticpae
Bactérie sensible &
17 aritibd oticpue
Tn antibiogramme @ Georges D olisi

Figure 6 : Schéma représentant un antibiogramme



Matériel et méthodes
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Stage au niveau de laboratoire priveé :

1. Matériels ;

Dans notre projet on a utilisé le matériel, les verreries, les réactifs motionné

dans le tableaul :

Matériel Verreries Autre matériel
-Autoclave - Becher -Anses de platine
- Bain marie -Boite de pétrie -Papier aluminium

-Balance électrique
-Etuve
-Réfrigérateur
-Microscope optique
- Ph-métre

-Plaque chauffante
-densito —metre
-agitateur

-Spectro metre

-Erlen-meyer
-Fiole

-Flacons

-Lame et lamelles

-Verre de montre

-Pince en platine
- Pissettes

- Pendhoff

- Spatule

- Bec bunsen

- Gants jetables
-Marqueurs
-prétoire

-Boite pétries
-micropipette
-Les embouts
-éprouvette
-Cellule de malassez

-équivalons

Tableau 1 : matériel et verrerie utilisé dans notre étude.

2. méthodes :

Réception de I’échantillon

- la réception de I'échantillon, noté sur le registre de microbiologie

-Numéro d'identification, nature de I'échantillon et du récipient

- L'heure de réception, du prélévement

- Température du transport
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-Nom, prénom, date de naissance (ou age) du patient

-Prescription, indication particuliere

-Antécédents d'infections urinaires, diabete, femme enceinte et terme de
grossesse, déficitimmunitaire (SIDA, cancer, traitement
immunosuppresseur...)

-Prise d'antibiotique au cours des 10 jours précédents

Examen macroscopique :

-Ouvrir le récipient dans la zone stérile, noter toute anomalie (uniquement I'anomalie) de :
-La couleur (normalement jaune citrin) : urines tres claires ; hématiques, ictériques, troubles
-L’odeur.

-Présence d'un sédiment, et sa couleur Les urines recues doivent étre travaillées
dans les plusbrefs délais (30 minutes), si non mettre au réfrigérateur, pas plus
de quatre heures, car les globules blancs, diminuent de nombre et se déforment

au réfrigérateur

Examen microscopique :
Dans la zone stérile, procéder a un prélevement d'un échantillon des urines a

examiner dansun tube non sterile :
-ldentifier le tube.
-Homogénéiser les urines par retournement, vérifier d'abords que le récipient est bien ferme.

-Ouvrir le récipient Verser quelques millilitres dans le tube et fermer le
tube et le récipientd'origine Le reste de I'examen microscopique se

déroulera en dehors de la zone stérile.

Examen a I'état frais :

-Le prélevement doit étre a la température du laboratoire Sur une cellule
Malassez, humidifierles bords a l'aide d'un coton tige humide et déposer une

lamelle.

-A l'aide d'une micropipette, déposer une goutte des urines homogeénéisées

dans les deuxchambres.

- Laisser se stabiliser quelques dizaines de secondes, lecture a grossissement 40, et noter :
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a-La présence et le nombre des globules rouges.

b-La présence de globules blancs.

c-Cristaux, ainsi que leurs natures - Cellules épithéliales (les cellules squameusesd'origines
vaginale sont le signe d'une contamination lors du prélevement : rejet du prélevement).
d-Cylindres, ainsi que leurs natures Levures, Trichomonas vaginalis, coeufs de schistosomas
e-Bactéries (coque, diplocoque, chainette, en amas, coccobacille, bacille, en palissade, en
lettre), mobilité (en rameur, vol de moucheron) Faire attention a une mobilité faussement
positive a cause des mouvements browniens, pour les bacilles par ex, le Klebsiella est le seul
immobile.

f-Spermatozoides
Chimie des urines (dans les 60 minutes apreés le recueil des urines) :

Noter : les nitrites, pH

Examen qualitatif du culot de centrifugation :
-Coloré au GRAM +/- MGG (si présence de bactéries et de leucocytes dans I'examen a I'état

frais)
-Centrifuger le tube 5 minutes a 3000 t/m
-Eliminer le surnageant.
-Remettre le culot en suspension dans la gouttelette restante.

-Identifier les lames.

-Etaler une goutte (avec l'anse de platine ou une micropipette) sur les deux lames : déposer la

goutte, étaler en spirale du centre vers I'extérieur, puis de I'extérieur vers le centre.

-Laisser sécher a l'air libre, ou en dessus de la flamme, puis fixer par quelques passages

rapides dans la flamme, éviter de surchauffer la tame
-vérifier sa température en la posant sur le dos de la main.

-Colorer GRAM et noter le résultat.

- au niveau de laboratoire de faculté des sciences :
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Examen bactériologique :
Isolement :

Technique :
Sur milieu d’isolement choisi, on dépose une goutte d’urine prélevée

aseptiquement a I’aided’une anse calibrée a 10pl, sur la surface de gélose et

étaler avec des stries simples.
Isolement sur chrom agar :

CHROMagar Orientation Medium (milieu d'orientation CHROMagar) est un
milieu non élect servant & I'isolement, a I'identification directe, a la
différenciation et a I'énumération desgants pathogenes des voies urinaires. Il
permet de différencier et d'identifier Escherichia coli t Enterococcus, il facilite
I’identification et minimise la charge de travail surtout pour les aboratoires qui
recoivent de centaines de prélévements par jour. Il est d’une sensibilité et

pécificité élevée d’environ 90%.

Incuber en conditions aérobies les bofites de Pétri retournées, entre 35 et 37
°C, pendant 18 a24 h.

La croissance d’Escherichia coli est bonne avec des colonies de taille moyenne

a grande, roseoncé a roses, transparentes.
-isolement GN :

La gélose nutritive apporte les éléments nutritifs nécessaires a la croissance
d'une large gamme de micro-organismes, elle est utilisée pour la culture de
bactéries non exigeantes .La gélose nutritive est dépourvue d'indicateur,
d'agent sélectif, d'ingrédients différentiels et de substances enrichissantes,
donc utilise pour une meilleure expression de la pigmentation, test

biochimique et méme pour le sérotypage.

-Isolement sur hekteon :

En absence de gélose MacKonkey, le mieux adapté pour I’isolement
d’E.coli, on a utilisé lagélose Hektoen qu’est un milieu d’isolement sélectif
des bacilles a Gram négatif non exigeantes. Il contient 2 sucres (lactose et
saccharose) plus un indicateur de Ph (Bleu de bromothymol) en plus d’autre

composants de base (voir ANNEX), ce milieu inhibe les bactéries GRAM+.
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MATERIEL ET METHODES

-Le désoxycholate de sodium inhibe la croissance des bactéries a Gram positif.
-Ce milieu permet de détecter simultanément 1’utilisation du lactose, du

saccharose et de lasalicine. Cette utilisation se traduit par une acidification et
donc un virage du bleu de bromothymol au jaune.
-jaunes ou orangés : acidification du milieu par fermentation d’au moins
un des glucidesprésents dans le milieu
-colonies vertes ou bleues : pas d’acidification du milieu = aucun des

glucides n’est utilisé :lactose, et saccharose, et salicine.
Purification :

Une colonie typique prélevée a HEKTOEN et on fait le repiquage sur la
gélose nutritive parméthode de quadrants, une technique utilisée afin
d’obtenir des colonies séparées, ainsi permet de retrouver tous les
microorganismes d’ un mélange, mais aussi de vérifier la puretéd’une souche
bactérienne

Les étapes de méthodes :

Une colonie suspecte est prélevée a 1’aide d’une anse stérile a partir de gélose
Hektoen, puis avec la boucle a plat contre la surface de la gélose, rayez
légérement 1’inoculum ne pas déterrer la gélose. Stérilisez la boucle et laissez-
la refroidir a I'air. Tournez la boite ouverte dans votre main gauche de maniére
a pouvoir tracer une série de quatre lignes d'avant en arriére, chacune passant a
travers I'inoculum et s'‘étendant sur un co6té de la boite. Stérilisez a nouveau la
boucle et laissez-la refroidir a I'air. Faites pivoter la plaque et tracez une autre
série de quatre lignes, chacune croisant I'extrémité des quatre dernieres lignes
et s'étendant surle c6té adjacent de la boite. Tournez la plaque et répétez cette
rayure paralléle une fois de plus. Enfin, faites quelques stries au centre intact
de la boite a pétrie. Ne touchez pas I'inoculum d’origine. Incuber la plaque

(inversée) a 35°C.

Identification biochimique :

Recherche d'une oxydase :
-sur disque, travailler dans la zone Stérile (Le disque est conservé a

+4°C, a l'obscurité,pendant 6 mois, verifier la date de péremption).

-Sur une lame déposer le disque, et I'imbiber avec une goutte d'eau distillée
stérile (ne pasmettre trop, si non risque de faux négatif) 60m.
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-Prélever une colonie (ou plusieurs si petites, attention a ne pas mettre trop peu, sinon
risquede faux négatif) a I'aide d'une pipette Pasteur flambee et refroidie (pas de pipette
métallique,risque de faux positif) Ecraser les colonies prélevées sur le disque imbibé

pendant dix secondes rapidement .

-Lire immédiatement (risque de faux positif si lecture tardive)
-Absence de coloration : oxydase négative

-Apparition d'une coloration violette : oxydase positive

-Risque de faux positif si colonie déja colorée, risque de faux négatif si prélévement sur
milieu glucidique ou sélectif, ou si pipette trop chaude.

NB : tout le e coli manipulé ayant une oxydase négative

Recherche d'une catalase :
-travailler dans la zone stérile
-Sur une lame, déposer une goutte de H202 10 volumes (L'eau oxygénée doit étre bien

conservée, contrdlée périodiquement avec une souche connue catalase +, comme une

entérobactérie)
-Flamber I'anse de platine, laisser refroidir

-Prélever une colonie (ou plusieurs si colonies petites), faire attention a ne pas prélever de la

gélose s'il s'agit d'une gélose au sang (risque de faux positif du a la catalase du sang)

-Mettre la colonie en contact avec I'H202 Si dégagement de gaz : catalase positive (la
réaction est instantanée et diffuse, si elle est retardée (C.albicans) ou faible (gélose au sang)
ou non diffuse (Entérocoques) elle est considérée comme négative a interpréter avec

prudence)

NB : tous le e coli manipulés ayant un catalase +

Coloration de gram :

Coloration de base dans la microbiologie instaurée par CHRISTAIN Gram, les bactéries sont
colorées selon leur paroi en GRAM positifs (violet) et Gram négatif (rose).

Etapes :

-Réaliser un frottis fixé
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-Déposer une goutte d'H20 sur la lame propre.

-Par une pipette pasteur, prélever des traces d’une colonie typique
-Faire une suspension bactérienne par dissolution dans la goutte d’eau.
-Secher prés de la flamme de bec bunsen.

-Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec Bunsen pour fixer 1’échantillon.

-Coloration :

-Mettez des gans
-Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis fixé
-Laisser agir 1 minute.

Rincer a I’'H20 distillée la lame au-dessus du frottis (pas directement sur le frottis).

-Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis. Le Lugol (composé iodé) est un mordant qui

permet de fixer le violet dans les bactéries.
-Laisser agir 1 minute.
-Laver a I’H20 comme précédemment décrit.

-Décolorer en faisant couler la solution d’éthanol 96% sur la lame jusqu'a ce que le violet ne
s'écoule plus du frottis (5 a 10 secondes). Les pores de la paroi des Gram+ sont fermes par la
déshydratation a I'alcool. La paroi est alors imperméable et le colorant violet reste dans les

bactéries. La membrane des Gram- est dissoute par le mélange alcool-acétone. La paroi plus

mince et de composition différente laisse alors sortir la coloration violette.
-Rincer a I'H20.

-Contre-colorer en déposant la solution de safranine (rose) pendant nute. Ce colorant permet
de visualiser les bactéries Gram- décolorées a I'étape précédente. Cette coloration moins forte

que le violet n'affecte pas la couleur des Gram+.



-Rincer a I'H20.

- sécher entre papier buvard sans frotter la lame

-Observer au microscope (grossissement 400x ou, avec une goutte d'huile a

immersion, augrossissement 1000x).

-Escherichia coli est un batonnet Gram- de 2 a 3 um de long pour 0.7 pm,
également dénommeé colibacille. Elle peut apparaitre parfois sous forme de

filament dans les vieillescultures.

La culture sur milieu TSI :

La Triple Sugar Iron Agar(TSI) contient trois glucides (glucose, lactose et
saccharose). La fermentation de ces glucides provoque une production d'acide,
qui est détectée par Il'indicateurau rouge de phénol. Des changements de
couleurs en résultent, et le milieu vire au jaune en cas de production d'acide, ou
au rouge en cas d'alcalinisation. La formation d'acide dans le culot est due a la
présence de deux sucres, le lactose et le saccharose, dont les concentrations
sont beaucoup plus élevées que la concentration de glucose ; la formation
d'acide a partir du glucose est inhibée par une oxydation rapide de la petite
quantité d'acide présente dans la partie inclinée du tube, qui entraine une
réaction faisant passer le milieu a un pH neutre ou alcalin lorsque seul du
glucose est fermenté. L'ajout de saccharose permet d'exclure certains
coliformes et microorganismes. Proteus susceptibles d'attaquer le saccharose,
mais pas le lactose, pendant une durée d'incubation de 24 a 48 h. En cas de pH
neutre ou alcalin, I'acide sulfhydrique (produit a partir de thiosulfate de
sodium) réagit avec le sel d'ammonium ferreuxet entraine la formation de
sulfure de fer noir. A l'origine, la formule de la gélose TSI est prévue pour une
application en tant que milieu en tubes, avec un culot et une surface inclinée.
Cette technique permet la différenciation du glucose, du lactose, et/ou des
fermentant du saccharose et permet aussi de déceler la production éventuelle
d'acide sulfhydrique.
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Technique d’ensemencent :

L’ensemencement se fait apres prélévement a la pipette pasteur par piqure
centrale de gélosesans toucher le fond de tube. Puis terminer par des stries au

niveau de la ponte.

Introduire la  boucle d'inoculation
jusqu’au fond du milieu dans le bout. En
sortant. strier la surface de la pente.

Figure 7 : Technique d’ensemencement de milieu TSI.

Galerie API 20¢ :
Apres incubation apportera un caractére d’identification supplémentaire.

-La galerie API 20 E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats
déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui
reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se
traduisent par des virages colorés spontanes ou revélés par lI'addition de
réactifs. La lecture de ces réactions se fait a I'aide duTableau de Lecture et
I'identification est obtenue a I'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel
d'identification

-TECHNIQUE :

- Préparation de la galerie :

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’eau dans

les alvéoles pourcréer une atmosphére humide.
-Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation

- Préparation de I’inoculum :
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Figure 8 : Technique d’utilisation de Galerie API 20 E.

- Ouvrir une ampoule de Suspension Medium (ou un tube d’eau distillée stérile)
- Prelever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé

Réaliser une suspension bactérienne faible (opacité 0,5 sur 1’échelle Mc Farland)

- Inoculation de la galerie :
-Remplir les tubules et les cupules des tests du type CIT

- Remplir les tubules des tests du type ADH et remplir la cupule avec de I’huile de
paraffine, pour créer I’anaérobiose.

-Remplissage des tubes :

-Remplir uniquement les tubules des tests restants Remplir en posant la pipette contre la
paroi de la cupule.

-Remarque : il est important de veiller a ne pas créer de bulles lors de I’inoculation qui
pourraient fausser le résultat. De plus I’apparition de bull

Conservation :

Utilisation d’un milieu de conservation composer de : 30% de glycérol + BHIB (bouillon),
ce mélange est conserver a -20c°® (congélateur)

Antibiogramme :

L’antibiogramme est un examen de laboratoire visant a déterminer la sensibilité d’une
bactérie a différents antibiotiques. En effet, de nombreuses bactéries sont devenues, avec le
temps, résistantes aux antibiotiques. Il n’est donc pas toujours évident de trouver
I’antibiotique qui sera efficace pour traiter une souche bactérienne donnée. En mettant en
contact des bacteries (prelevées chez un malade) avec plusieurs antibiotiques,
I’antibiogramme permet de voir quels sont les produits qui inhibent la croissance

bactérienne et qui seront efficaces pour traiter
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Antibiogramme par diffusion des disques :
Milieu pour antibiogramme :
Le milieu utilisé pour réaliser I’antibiogramme est la gélose Muller Hinton
(MH), il doit étrecoulé en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm puis

séchées avant I'emploi.

L’antibiogramme est réalisé selon les recommandations de CLSI 2008.
Préparation de I’inoculum :
A partir d'une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d'isolement approprié
(revivification des souches conservées par ensemencement sur GN), racler a
I'aide d'une anse de platine stérile quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques. Et les dissocier dans 05 ml d’eau physiologique
stérile a 0,9% de NaCl, la suspension bactérienne est bien homogénéiser, son
opacité doit étre équivalente a 0,5 MF, pour cet effet on utilisé undensitometre.
Il est possible de se servir d’un spectrophotométre pour obtenir une suspension
d’une densité optique entre 0,08 a 0,10 lue a 625 nm.

Ensemencement :

Tremper un écouvillon stérile dans I'inoculum. L'essorer en le pressant
fermement (et en letournant) contre la paroi interne du tube, afin de décharger
au maximum. Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosee, séche, de
haut en bas, en stries serrées.

Répéter I'opération 2 fois, en tournant la boite de 60 a chaque fois, sans
oublier de fairepivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement
en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose. Dans le cas ou I'on
ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I'écouvillon a

chaque fois.
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Isolement (18-24 h ; milieu non sélectif)

Ajuster la turbidité a 0.5 MC FARLAND

nsemencement] avec un écouvillon introdut dans la

suspension inoculum diluée

1* temps A

Ornientation

des stries

Onentation
‘295 stnies —_— des stries

Onentation

Figure 9 : Représentation schématique des étapes d’ensemencement d’antibiogramme.

Application des disques d’antibiotiques :

Les disques sont retirés de 1’étui a I’aide d’une pince stérile, et placés sur la
gélose, et espacéd’environ 2 cm, Il est préférable de ne pas mettre plus de 6
disques d'antibiotiques sur une boite de90 mm Presser Iégerement chaque
disque d'antibiotique a l'aide du pince et ne pas déplacer les disques apres
application. L antibiogramme est réalisé selon les recommandationsdu CLSI
2008.
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Les disques d’antibiotiques utilisés sont représentés dans le tableau ci-dessus

Antibiotique Abréviation | Charge en ug
Céfotaxime CTX 30
Céfazolin KZ 30
Aoxicillin-acide clavulanique AMC 30
Ampicillin AM 10
Toboramycine TOB 10
Acide Nalidixic NA 30
Ciprofloxacine CIP 5
Amikacine AK 30
Triméthoprime + Sulfaméthoxazole | STX 30
Céfoxitine CX 30
Fosfomycine FO 200
Gentamycine GEN 10
Céfuroxime CXM 30
Tétracycline TE 30

Tableau 2 : Les disques d’antibiotiques utilisés.
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Figure 10 : Isolement et identification d’E. Coli d’origine urinaire

[ Prélevement d’urine : réaliser ECBU/ Dénombrement significatif ]

J

Ensemencement sur CHrom Agar

{ Catalase+/Oxydase-/Gram - }

Confirmation avec Galerie APl 20E

Antibiogramme
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A. Résultats :

1. Répartition des prélévements selon la provenance :

La répartition des prélévements est représentée par la Figure 11.

LES CATEGORIES DES SUJETES
médicine
généralistel
20%

i gynicologue
68%

i

Figure 11 : Répartition des prélevements selon la provenance.
On constate que la plus part des prélevements vient des patientes aprés consultation des
gynécologues (68% des cas), qui les orientent au laboratoire si suspicions d’une infection
urinaire, donc on conclue gque la grossesse est un facteur de risque important peut-étre une
cause de la dépression physiologique de systeme immunitaire liée a la gestation, suivi par des
patientes en provenance d’un urologue puis ceux orientées par des médecins généralistes.
2. Examens macroscopiques des urines :

Les résultats de I’examen macroscopique des urines prélevées le tableau 3 :

aspect effectif Pourcentage (%)
trouble 32 29.35
Limpide 77 70.64
Totale 109 100

Tableau 3 : Repartition selon 1’aspect macroscopique des urines.

Nous remarquons que sur les 109 échantillons d’urines prélevées a partir des patients ; 32
échantillons étaient d’aspects troubles et 77 échantillons étaient d’aspects limpides.

Nous anticipons ici les résultats bactériologiques (voir ci-dessous), les urines troubles étaient
toutes infectées alors que 2/77 urines limpides étaient aussi infectées.
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Tableau 4 : Résultat de la chimie des urines analysées.

aspect présence absence totale
Leucocytes > 104/ml 34 75 109
Nitrites 34 75 109

D’apres le tableau 4 ; on constate la présence de leucocytes et de nitrites dans 34 urines

Analysées dont 32 troubles 77 limpide. Legras en 1993, a trouvé que tous les urines

contenants des leucocytes >104/ml et des nitrites étaient infectées. Ces résultats permettent de

suspecter la présence des microorganismes responsables d’une infection urinaire. C’est

pourquoi la leucocyturie garde une place de choix dans le diagnostic de I’infection urinaire.
1. Résultats bactériologiques (dénombrement bactérien) :

Les résultats de dénombrement des bactéries sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Les résultats de dénombrement bactérien.

Numération bactérienne présence Fréquence (%)
Significative (>10sgerme/ml) 34 31.19
Non significative 75 68.80
(<10sgerme/ml)

Totales 109 100

Le tableau ci-dessus montre une uroculture significative observée chez 34 patients soit
31.19%. Ce taux est supérieur a les resultats obtenus par Hassaine,. (2002), qu’a trouvé dans
deux hopitaux de I'ouest algérien : Ain-Temouchent et Maghnia soit respectivement 26,4% et
20,7% d’TUN.et par ZENAT]I,. (2016) dans Centre Hospitalo- Universitaire (CHU) de

Tlemcen.

2. Isolement :

Les résultats d’isolement bactérien sont représentés dans la Figure ci-dessous (figure 12) :
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Due a des changements physiologiques, fonctionnels et structurels qui subissent les femmes
enceintes qui les rendent plus sensibles a divers germes. Bovil et al (1998).
6.Aspect d’e.coli sur différents milieux :

L'identification des souches d’E. Coli a été basé sur les méthodes microbiologiques standards

a savoir I’aspect macroscopique, microscopique,

6.1. Germes sur milieu (HEKTOEN,GN,chrom agar) :

1- sur Hektoen e.coli se presente sous forme des colonies saumons ou oranges (figurel2)

Figure 12 : Aspect d’E.coli sur Hektoen.

2-sur GN e.coli , petites a moyennes colonies, arrondies, lisses (figure13)

Figurel3 : Aspect d 'E.coli sur GN.
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3-sur ChromAgar e.coli se presente sous formes des colonies rose foncé a rougeéatre
(figurel4)

Figure 14 : E.coli sur ChromAgar.

L’utilisation de chrom agar permet d’identifier 24 souches d’E.coli (rose foncé).
6.2. Purification :

Sur GN les colonnies d’E.coli sont petites a moyennes colonies, arrondies, lisses

Figure 15 : Purifiacation sur GN.



64

RESULTATS ET DUSCCUSSION

7. Identification:

7.1. La coloration de Gram :

Les E. coli se présentent apres coloration de Gram sous forme des petits bacilles roses

généralement isolés (Figure 16).
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Figure 16 : Coloration de GRAM d’E. Coli.
7.2. Test catalase :

Figure 17 : Teste catalase.

7.3. Test oxydase

Oxidase positive Oxidase negative

-

Figure 18 : Test oxydase.

7.4.Sur TSI :
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Sur TSI, le profil d’E.coli est : A/A/Gaz (Acide/Acide/Gaz). Car ¢’est une bactérie a
métabolisme fermentaire qui fermente plusieurs sucres dont le lactose et le glucose, avec

production de gaz qui provoque décollement et cassure de la gélose TSI (Figurel9).

Figure 19 : E. coli sur milieu TSI.

7.5. La galerie API20E :

Cette technique nous a permis de caractériser 21 souches d’E. Coli, avec 7 profils numériques
différents : 4165572 ; 6165572 ; 6165573 ; 6065573 ; 7264572 ; 7165522 ; 7165502

Figure 20 : Galerie API 20 E d’E. Coli.

L’utilisation des procédures d’identification (TSI ; galerie API 20 E) nous permis d’éliminer 3

souches des 24 souches identifiées précedemment par chrom agar
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8. Répartition des germes isolés :

Les principaux germes isolés sont représentés par la figure 21

W E.coli mKlebsiella W Proteus mirabilis M Enterobacter M Autres

Figure 21 : Répartition des bactéries responsables d'infections urinaires chez la femme en
Fonction de l'espéce

D’apres la figure 21, on remarque qu’E. Coli est I'espéce la plus fréquemment isolée (62%),

Klebsiella (16%), Proteus miranilis (6%), Enterobacter (3%) et les autres germes (13%).

Notre fréquence d’isolement de I’espéce E. coli est tres proche a celle depar ZENATI ., (
2016) dans Centre Hospitalo- Universitaire (CHU) de Tlemcen (63%) et proche a celle de
Zahlane et al., (2009) qui ont trouvé 65% d’E coli a I’hopital de Marrakech (Maroc). Par
contre Barka et al., (2014) ont trouvé 19.16% d’E.coli a I’hopital de Maghnia. Et inferieur
acelle de Moumen t al .,(2015) qui ont trouvé (42%) et proche a 58.52% de Blida (Dadoun
et al 2019)

L’isolement fréquent d’E. Coli & partir des prélevements urinaires peut étre explique par la
Physiopathologie de ce type d’infection qui est en général ascendante. Il existe une forte
colonisation du périnée par les entérobactéries d'origine digestive et en particulier E.coli
(Larabi et al.,2003).

9. Repartition d’E. Coli en fonction de catégories infectées :
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23,80%
19,04%
14,28% 14,28%

9,52% 9,52% 9,52%

f .enceinte f. f .mariée f f.diabétique jeune fille  f. agée (+70)
ménopausée .parturiente

Figure 22 : Répartition d’E. Coli en fonction de catégories infectées.
Nos Résultats ont montrés (23.80 %) des femmes enceintes ont été infectées, de plus
I’urine des femmes pendant la grossesse est un milieu favorable a la croissance de la
plupart des agents pathogenes car elle contient de grandes quantités d’albumine et d’acides

aminés. les femmes enceintes ont aussi des mécanismes de défenses faibles tout au long

de leur grossesse qui les rendent plus sensibles aux agents pathogénes. Salwa .,(2018).

9. Fréquences des urines infectées et non infectées en fonction de I’age :

Les résultats des urines infectées et non infectées en fonction d’age sont montré dans le

tableau 7.
Ages (ans) 21-30 31-40 40-58 60>
Infectées 20 05 05 04
Non infectées 47 08 10 10
Fréquence (%) 61.46 11.92 13.76 12.84

Tableau 7 : Fréquences des urines infectées en fonction des tranches d’age.



Le tableau ci-dessus montre que les patients qui ont un &ge compris entre 21 et 30 ans
montrent une incidence d'infection urinaire importante (61.46%), proche a (58.4 %) de
Salwa .,(2018).

L’étude a révélé que (11.92%) appartenaient au groupe d’age des 31 a 40 ans inférieure a
(26%) trouver par .,Salwa (2018).

Aussi, I’infection est présente chez les sujets agées plus de 60 > ans (12.84). L’infection
urinaire chez les patients agés est aggravée par la fréquence des formes séveres et
compliquées, du fait de I’état d’immunodépression due a I’age. Cette prévalence élevée
peut étre expliquée par de nombreux facteurs plus ou moins intriqués, anatomiques,
fonctionnels ou immunologiques (Lobel et Soussy., 2007). Chez la femme ménopauseée,
lacarence hormonale modifie la flore vaginale et provoque la disparition des lactobacilles
etune alcanisation du pH favorisant ainsi la colonisation des urines par les souches

uropathogénes (Boscia et al.,1986).

10. Répartition des souches d’E. Coli isolées selon I’origine :

code service

EC1 Urologie

EC2 médicine généraliste
EC3 gynécologue

EC4 gynécologue

EC5 gynécologue

EC6 Urologie

EC7 médicine généraliste
EC8 médicine généraliste
EC9 gynécologue

EC10 gynécologue

EC11 gynécologue

EC12 gynécologue

EC13 Urologie

EC14 gynécologue

EC15 gynécologue

EC16 médicine généraliste
EC17 gynécologue

EC18 gynécologue

EC19 gynécologue

EC20 gynécologue

EC21 médicine généraliste

Tableau 8 : Répartition des souches selon les services.
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11. Résultats d’antibiogramme :
L’interprétation des diametres des zones d’inhibition est réalisée selon le tableau de lecture
de CLSI 2008 (voir ANNEX)

Figure 23 : Antibiogramme d’E. Coli isolée des infections urinaires.

Les résultats d’étude de la résistance des E.coli aux antibiotiques sont présentés dans les

tableaux et la figure suivante :

W BMR (bactérie multirésistant)

Souches sensibles a toutes les antibiotiques
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Figure 24 : Types des souches e.coli selon leur sensibilité aux antibiotiques.

(@)
>

CIp

w
o
u
w
Sz
w -
o m

SXT

N
(0]

TOB

[y
o

AK3

CN1

FO2

o
o

AMC
30

CTX

w
o

CXM
30

w =
O N

Sz

EC1

EC2

EC3

EC4

EC5

EC6

EC7

EC8

EC9

EC10

nViunumumoumoumun ninin

EC11

wn

EC12

EC13

— [ nNnLILILLITLLILOLIT LILOIODW
nDinumunuumoumi—uni—unun|i—uvuinium

EC14

POV ITIVID|T PR [(RP[(T|(IWL

EC15

EC16

EC17

EC18

EC19

EC20

DLV In KInniunivivinuunununnn ounoumn
DLV LI vuununuunnin unoumn

—lvwinuvuinmi—uw
— NN n|—

EC21

D= —ln|l—|—|n

NDInIvvvuvnn ununvvivivinounuiunninunumn

NI uvuunn umi—uiunivivnuununnmn|—unununumn

NI IuvVInIn K unununnn unoumn

nNininunununn nuninmnm

DDV (D LNV DOV DT (PO ID V||~ ||~ | [PIBW

D inlwviunlunloulouv| PP ouoluvionlunloun|—|R|—|R B —lunv

DLV In LKInnuninivuvnuunununnn unoumn

DLV In K nnuvinvinuunuunununun| oluvn

VNV PDLNIDWD|LV| DB POV DOLVWOL| DDV |D|P (| DWW

Tableau 9 : Résultats d’antibiogramme de toutes les souches.

11.1. Analyse des résultats d’antibiogramme :

L’analyse du spectre de sensibilité et de résistance d’E.coli uropathogene aux antibiotiques

testés,resumés dans la Figure 25 :
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Figure 25 : Taux de résistance d’E. Coli aux différents antibiotiques.

La Gentamicine était I’anti-infectieux le plus fréquemment actif (100 % des souches
sensibles) avec Fosfomycine (100% des souches sensibles) semblable 99.4 % et 99%
trouver par (Bruyeér), suivi de TOB, CXM, NA, CIP (95.20% de sensibilité) puis du KZ,
AK (90.44 %). Puis les autres antibiotiques.

Dans notre étude nous avons trouvé 71.40% des souches résistantes a I’AM. Supérieur a 23.470% trouvé
par (Dadoun et al., 2019).

Pour I’association amoxicilline + acide clavulanique (AMC) le taux de résistance retrouvé
dans notre étude est de (52.38%), un niveau de résistance €eleve ce taux de résistance élevé
peut étre expliqué par I’utilisation abusive de cet antibiotique dans nos structures
sanitaires mais aussi par I’automédication. L’évolution de la résistance de I’Escherichia
coli & I’amoxicilline —acideclavulanique, est due principalement a 1’usage itératif de cet

antibiotique en milieu communautaire et hospitalier ( Delphine Chervet).

Pour le GEN notre résultat de sensibilité est 100% supérieur a 88.57% de (Dadoun et al .,2019)
Pour le FO notre résultat de sensibilité est 100% proche a 97.12 % de (Dadoun et al .,2019)
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Pour I’association Triméthoprime + Sulfaméthoxazol (SXT) on a trouvé (33.32%), un taux
de résistance trés faible par rapport a (60 %) trouver par Lacheheub et al., (2016), et faible a
(par rapport a celui trouver par Ilyass .,2019 (48.1%), et supérieure a (26%) de Delphine
Chervet et a (23.5 %) de Farcy .,(2008) .

Cette fréquence de résistance pourrait étre expliquée par un recours excessif a cet
antibiotique dans le traitement des infections digestives et respiratoires.

Dans notre travaille, le taux de résistance a la ciprofloxacine (CIP) est de (4.76%) un taux
trésproche a (53.7 %) de Raghu., 2016.

33,80%

14,28%

10%

5%

céfoxitine céfotaxime

Enotre étude MEmaroc 2019

Figure 26 : Taux de résistance d’E. Coli aux céphalosporines en Algérie et au Maroc (llyass
2019).

Le taux des deux antibiotiques de notre étude est élevé par rapport a celle de (llyass .,2019).

11.2. Profil de résistance antibiotique d’E. Coli :
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Profil Nombre des souches Pourcentage %
SXT/AMC/KZ/IAM 1 4.76%
AMC/CTX/AM 1 4.76%
SXT/CTX/AM 2 9.52%
CX/SXT/AM 1 4.76%
TOB/AM 1 4.76%
CX/SXT/AMC 1 4.76%
CXISXT/ICTX/IAM 1 4.76%
CTX/IAM 1 4.76%
AMC/AM 6 souches 23.8%
CIP/INA/SXT/AMC/CTX/ICXM/KZ/IAM | 1 4.76%

Au totale 16 souches multirésistantes(BMR) 76.2 %et 5 souches tous sensible 23.80%

Tableau 10 : Profil de résistance antibiotique d’E. Coli

A. discussion :

Les infections urinaires sont un probléme de santé qui affecte les femmes, en particulier
pendant la période de grossesse, et c'est I'une des principales causes de fausses couches, de

naissances prématurées et de sous-développement des nourrissons. Le traitement précoce de



L’infection réduit la probabilité de complications qui peuvent étre tres
dangereuses pour la mére et le feetus. [6 d] Dans cette étude, la prévalence des
infections urinaires était de 29.35%( 32 patients) d’un total de 109 patients, et
plus élevée chez les femmes enceintes 23 .80 % ainsi que chez les femmes
mariées 19.04 %, et était moins élevée chez les femmes célibataires 14.26% .
Et les autres résultats sont repartis en femmes ménopausée, parturientes et
diabétiques.
Cette incohérence et cette différence de résultats peuvent étre dues a des
variations dans le contexte environnemental et les habitudes sociales des
communautés, en plus de la situation économique, de la sensibilisation et de la
connaissance des normes d'hygiéne du client. La parité et I'dge gestationnel
affectaient significativement la prévalence de l'infection des voiesurinaires.
Ceux-ci ont déja été rapportés Les femmes enceintes au 3e trimestre de leur
grossesse en cours et celles ayant plus d'un enfant étaient majoritairement a
risque de contracter une infection des voies urinaires. Plusieurs changements
anatomiques et hormonaux chez les femmes enceintes entrainent une
dilatation urétrale et une stase urinairequi contribuent a un risque accru de
développer une infection urinaire [16d]. Concernant la résidence des femmes
I'urine des femmes pendant la grossesse est un milieu favorable a la croissance
de la plupart des agents pathogénes car elle contient de grandes quantités
d'albumine et d'acides aminés. Les femmes enceintes ont également des
mécanismes de défense faibles tout au long de leur grossesse qui les rendent
plus sensibles aux agents pathogénes, une étude britannique portant sur 1 000
femmes enceintes a montré que les bactéries plasma-négatives avaient un effet
sur le taux d'infections urinaires et enregistraientle troisieme rang dans le total
des bactéries.
Les bactéries qui causent les infections urinaires sont les mémes causes de
maladie chez les femmes non enceintes. Escherichia coli représente entre 80 et
90 % des causes d'infection Habituellement, les agents responsables de la
bactériurie non symptomatique chez les femmes sont des bactéries qui
coexistent dans le systeme reproducteur féminin et les intestins. Différents
déterminants du virus, tels que les adhérences et l'inactivité causées par

I'utérus, jouent un rdle dans les infections urinaires.
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Conclusion générale :

La résistance aux antibiotiques est devenue un probléme majeur de santé publique en

Algérie et a travers le monde. En effet, au cours de ces dix derniéres années, nous avons
Constaté une importante augmentation de la résistance aux antibiotiques en particulier chez E.
coli. Pour des raisons physiologiques, anatomiques et hygiéniques, Les infections urinaires
sont fréquentes chez la femme. Dans la présente étude notre objectif était centré autour d’une
investigation de 1’état actuel de sensibilité aux antibiotiques chez Escherichia coli responsable
des infections urinaires chez la femme dans la région d’étude.

Les résultats de cette étude montrent une prévalence des infections urinaire chez la

femme estimée a 29.35%, avec un taux d’isolement d’E.coli de 62%, un taux élevé qui
confirme les résultats des études précedentes.

On a constaté queles taux de résistance le plus élevé est observé avec I’ampicilline

(71.40%), et ’AMC 52%.

La Gentamicine et Fosfomycine sont les anti-infectieux les plus fréguemment actifs (100%
desensibilité), suivis par la Ciprofloxacine et 1’ Acide Nalidixique(NA) (95%).

Des résistances enregistrés vis-a-vis les céphalosporines, avec des souches multi-résistantes.
L’importance de ces résistances aux antibiotiques est probablement la conséquence de
I’usage inapproprié de ces molécules dans notre pays surtout des pénicillines qui sont

utilisés fréquemment au cours de n’importe quelle infection. L’automédication représente
également un réel probléme favorisant rapidement les émergences et les résistances des
germes. L’antibiorésistance est un phénomene naturel d’adaptation des bactéries a leur
environnement, surtout accentué et accéléré par 1’utilisation abusif des antibiotiques. Par
conséquent, la sensibilisation des médecins a demander un examen cytobactériologique des
urines avec antibiogramme est primordiale pour tout patient présentant des signes suspects
d’infection urinaire. En Algérie il y’ une nécessité croissante de surveillance de I’efficacité
des antibiotiques, pour éviter la propagation et I’émergence des souches multi-résistantes.

D’autres études sont nécessaires et des mesures strictes pour arriver a cet objectif.
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Annexe 1 :

Milieu

Composition (gramme par litre)

Gélose nutritive (GN)

Extrait de viande 1 g
Extrait de levure 2 g
Peptone 5g

Chlorure de sodium 5g
Agar 12g

pH 7,0

Gélose Hektoen

Protéose-Peptone 12,0 g
Extrait de levure 3,0 g
Désoxycholate de sodium 9,0 g
Lactose 12,0 g

Saccharose 12,0 g

Salicine 2,0 g

Bleu de bromothymol 65 mg
Fuchsine acide 100 mg
Thiosulfate de sodium 5,0 g
Citrate ferrique ammoniacal 1,5 g
Chlorure de sodium 5,0 g
Agar150¢g

pH=7,5

Gélose Mueller-Hinton (MH)

Hydrolysat acide de caséine (peptone) 17,5 g
Extrait de viande 2,0 g

Amidonl,5¢g

Calcium 20 a 25 mg

Magnésium 10 a 12,5 mg

Agar15,0¢g

pH=7,4+/-0,2

Milieu tri-sugar-iron (TSI)

Extrait autolytique de levure 3,0 g
Extrait de viande 3,0 g

Peptone 20,0 g

Chlorure de sodium ........ccuvuuee. 50¢g
Lactosel0,0¢g

Saccharose 10,0 g

Glucose 1,0 g

Thiosulfate de sodium 0,3 g
Citrate de fer (1l1) 0,3 g

Rouge de phénol 24,0 mg

Agar agar bactériologique9,0 g

ChromAgar

Peptone 8.0

Sodium chloride 5.0
Sodium deoxycholate 1.0
Chromogenic mix 1.5
Polypropylene glycol 10.5
Agar 15.0
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Annexe 2 :
Antibiotique Abréviation Charge en ug
Céfotaxime CTX 30
Céfazolin KZ 30
Aoxicillin-acide clavulanique AMC 30
Ampicillin AM 10
Toboramycine TOB 10
Acide Nalidixic NA 30
Ciprofloxacine CIP 5
Amikacine AK 30
Triméthoprime + Sulfaméthoxazole STX
Céfoxitine CX 30
Fosfomycine FO 200
Gentamycine GEN 10
Céfuroxime CXM 30
Annexe 3 :
Table de lecture 1" Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour Entérobactéries.
Antibiotiques | Charge des | Diametres critiques (mm) CMI critiques (ugimi) Commentaires
testés Disques | R | s R | S
Ampiciline 1049 <13 | 14-16 | 217 =32 18 <8 |Laréponse a l'ampiciline est valable pour I'amoxicilline
Amoxicilline 201M0pa | <13 | 14=17 | =218 |=32116| 168 | <84 | Lesbreakponts des céphalosporines et de I'aztréonam ont éé révisés en fonction des propriétés PK-PD et des données cliniques.
+Ac. clavulanique Ainsi, l'application de ces breakpoirts dépend du respect de posologies précises : céfazoline (29 toutes les 8h), céfoxitine (2g toutes
i b Slif 2= | am 28 ] L ':S:"?-I erisi d(‘Q:"‘;::;&;) éphalos la lecture interprétati fennement basé la deétecti d
; uite @ la révision des breakpoints des céphalosporines, la lecture interprétative ancienne $68 SUr jon ou non d'une
Céfalothe 3049 $14 | 15-17 218 232 18 8 BLSE, n'est plus nécessare. La réponsa R, [ouS sefait en se réferant aux seuls dametres mesurés.
Cefortine | - 30ug $14| 15-17 | 218 | 232 | 18 58 | A souligner vependant que la détection phénotypique de la BLSE garde tout son intérét dans les études épidémiologiques et en
Céfotaxime 30ug €2 | B-25 | 2% ) 2 <1 |hygiéne hospitaliere, {voir chapitre recherches complémentaires),
Pour prédire les résultats des céphalosporines orales quand elles sont utilisées pour le traitement des infections non compliquées
du tractus urinaire, ke test de la céfazolne est pleleré a eelul de 5] oephabhne
Céfazoline 30ug <14 — 215 23 — <16 | Les résultate de la céfazoline petmettem de predwe les résulat pourles ', porines orales : céfaclor, céfdinir, céfpodoxime,
(Infections non céfprozil, céluroxime axetil, céphalexine et loracarbef quand elles sont utlisées pour [ tratement des infections non compliquées du
compliquées du tractus urnare dues a E. col, K. pneumoniae et P. mirabilis. Céfpodoxime, céfdinir et céfuroxime axétl pauvent étre testés
tractus urinaire) individuellement car certanes souches peuvent élre sensibles & ces antibiotiques alors qu'elies sont résistantes a la céfazoline.
Céflazidime [ 30pg | 517 | 18=-20 | =221 | 216 | 8 54 |Les critéres dinterprétation sont basés sur la posologie de 1 g toutes les 8h
Attréonam | 30ug | <17 ) 18-20 | 221 | 216 | 8 <4 | Les critéres dlinterprétation sont basés sur &a posologie de 1g toutes les 8h.
Imipénéme 10pg s 19 z4 2 <1 |Lesbreakponts des carbapénémes ont été révisés en fondnn des propriétés PK-PD et des données cliniques. L'application de ces
s 1Dug el g 2 T [ e 05 breakpoints dépend du respect des posokg: * Imipénéme : 500 mg toutes les 6h ou 1 g toutes les 8h, Ertapénéme : 1g
' ¥ "7 |toutes les 240
La hénotypique d'une p par le test MHT est réservée aux études épidémiologiques (voir chapitre
recherches (omplémenta ires)
Amikacine 3049 <14 | 15=16 | =217 264 3?2 <16
Gentamicine 1049 <12 [ 13=14 | =15 216 8 <4
Acide nahquue 3049 < 13 14-18 | 219 232 - <16 | La sensibiité diminuée aux fluoroguinolones est detectée chez les sal lles isolées d'infections extra-ntestinales en testant
Ciprofioxacine S5m0 <15 | 18=20 | 221 .4 2 %[ Vacide nalidtdque & Fantibiogramme.
Valable pour entérobacteries autres que Sall fiz Typhi et S: il spp. extra-intestinak
Chloramphénicol 30ug s12 | 13-17 | 218 232 16 <8 | Ne pas reporter en routine pour les souches isolées d'ITU sauf pour les salmonelles. Valable pour S.Typhi et Safmanelfa spp. extra-
intestinales.
Colistine** CMI | —— >2 s <2
Furanes 300pg <14 | 15-16 | 217 | 2128 64 s
Fosfomycine 200 <12 | 13-15 216 | 2256 128 <64 | Indiqué uniquerment pour ks souches d'E coli isolées d'infections uninaires, Le disque de 200pg contient S0ug de glucose-6-
phosphate. La CMI est déterminée par ia technique de dilution en gélose supplémentée de 25ug/mi de glucose 6-phosphate.




Annexe 4 : Antibiotiques testés par famille

Familles Les antibiotiques testés
i _ Amoxicilline/Ampicilline (AM)
Béta-lactamine Amoxicilline + AC .Clavulanique (AMC)

Céfotaxime (CTX)
Céfazolline (CZ) / (KZ)
Céfuroxime (CXM)
Céfoxitine (FOX).

Gentamycine (GEN) /(CN)
Aminosides Amikacine (AK)
Tobramycine (TOB)

Ciprofloxacine (CIP)
Quinolones Acide Nalidixique (NA)

Trimétgoprme + Sulfaméthoxazole (SXT)
Sulfamides et associes

Cyclines Tétracycline (TE)

Fosfomycine (FO)
Autres

Annexe5:

FOX : Céfoxitine ; AK : Amikacine ; KZ : Céfazoline ; AMC : Amoxicilline + AC
clavulanique ; AM : Ampicilline ; CTX : Cefotaxime ; CIP : Ciprofloxacine ; NA : Acide
Nalidixique ; GEN : Gentamycine ; TOB : Tobramycine ; FO : Fosfomycine ; CXM :
Céfuroxime ; SXT:Triméthoprime + sulfaméthoxazole ; TE : Tétracycline
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