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Introduction

Depuis ’introduction de la pénicilline au cours des années quarante du 20°™ siécle,
un grand nombre d’agents antibactériens ont été développés et commercialisés a des fins
thérapeutiques, réduisant ainsi la morbidité et la mortalité humaine associées aux infections
bactériennes (Muylaert et Mainil, 2012). En particulier, les infections urinaires sont un
motif de consultation assez fréquent en médecine et constituent un vrai probléme de santé
publique, ces infections sont dues a 1’agression d’un tissu de I’arbre urinaire par un ou
plusieurs microorganismes, générant une réponse inflammatoire et des symptémes de
nature et d’intensité variables selon le type de 1’agent et la réponse de ’hdte (Bouzenoune
et al., 2008).

L’infection urinaire (IU) est définie par la présence de germes pathogenes dans
I’'urine. Elle est localisée dans les voies urinaires basses (cystite, urétrite, prostatite,
épididymite) et/ou hautes (pyélonéphrite ou pyélite) (Francois et al., 2013). Les IU sont
regroupées en : (1) infections urinaires simples chez des malades sans facteurs de risque et
(2) compliqueés survenant chez des malades présentant au moins un facteur de risque connu
pour une 1U (Vorkaufer, 2011).

Bien que les IU puissent étre suspectées cliniquement a partir de 1’état du malade et
de certains tests simples, tels que 1’aspect macroscopique des urines et les bandelettes
urinaires, la confirmation de I’étiologie bactérienne d’une infection urinaire ne peut avoir
lieu que par I’examen cytobactériologique des urines (ECBU) (Hawa, 2006). Ce dernier
est I’examen le plus souvent demandé au laboratoire de bactériologie, dont la pratique
permet de déterminer le germe responsable d’une IU et d’attribuer au malade le traitement
antibiotique adéquat a travers la réalisation d’un antibiogramme. Ce dernier est un test dans
lequel une bactérie est affrontée & un ensemble d’antibiotiques afin d’en choisir le plus

efficace comme traitement (Frédéric et al., 2008).

Durant ces 60 derniéres années, I’utilisation des antibiotiques a représenté une
révolution de la médecine moderne. En effet, les infections bactériennes étaient la premiere
cause de mortalite, en particulier chez les enfants et les personnes agées. Cependant,
I’introduction des antibiotiques, des molécules souvent produites par le métabolisme
secondaire de certains micro-organismes, bactéries ou champignons, a permis de réduire la

mortalité dues aux infections bactériennes a 1’échelle planétaire. Cependant, 1’utilisation



accrue des antibiotiques a abouti, de plus en plus, a I’apparition de bactéries résistantes et

difficile a traiter (Stéphanie, 2009).

En fait, la plupart des infections sont traitées efficacement de fagcon probabiliste par
le médecin, sans faire recours a 1’antibiogramme. Néanmoins, le traitement de certaines
infections nécessite le recours un antibiogramme permettant de donner la liste des
antibiotiques efficaces vis-a-vis de la bactérie en cause. Le traitement reposera donc sur les
résultats d’un travail expérimentale dont les conditions sont prédéfinies par un protocole
standard. Cependant, les résultats d’un antibiogramme ne garantissent pas toujours un
succes thérapeutique de ’infection. Ainsi, un antibiotique qui s’avere efficace durant un

antibiogramme ne 1’est pas toujours chez I’héte (Francois et Eterne, 2015).

Ce travail a pour objectifs d’isolement et d’identification de quelques bactéries
responsables d’infections urinaires ( E.Coli et Kleibseilla pneumoniea) ainsi que la
détermination de leurs profils de résistance/sensibilité a certains antibiotiques. Par la suite,
I’efficacité de ces mémes antibiotiques est réévaluée sous des conditions ressemblant a
celle de I’environnement urinaire a partir duquel les bactéries ont été isolées (pH et
salinité). En fait, ce travail est une suite d’un travail précédemment réalisé¢ sous forme de
projets de fin d’étude (Hayet et Amina, 2019 ; Smaili et Saadaoui, 2020), dont 1’objectif
¢tait d’étudier le comportement de quelques souches bactériennes de référence vis-a-vis
des antibiotiques sous conditions non orthodoxes pour un antibiogramme standard et de

discuter les travaux scientifiques ayant abordés le méme probléme.
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Les infections urinaires (IU) regroupent un ensemble hétérogéne d’infections de 1’'un
des constituants de 1’arbre urinaire ou de ses annexes (Lobel et Soussy, 2007). Elles sont
caractérisées par une multiplication des micro-organismes au sein du systéme urinaire
(bactériurie), s’accompagnant d’une réaction inflammatoire (Pilly, 2018). En pratique
bactériologique, on admet que la bactériurie est positive quand elle est supérieure ou égale
10° unités formant colonies (bactéries viables et dénombrables) par millilitre du liquide
analysé (>10° UFC/mL) (Lobel et Soussy, 2007).

1. L’appareil urinaire

On entend par appareil urinaire, I'ensemble des organes et conduits s'étendant du
rein jusqu'au méat urétral (Shapiro, 1992). La figure 02 résume ’anatomie de 1’appareil

urinaire chez ’Homme.

Glande surrénale

Aorte -
(Coupe transversale)
vi2% 4 AT - Rein (coupetransversale)
Un rein _'_",//, ¥ ' = w': Veinerénale
- A NG _ Uretére
Artére rénale _ Péritoine

Vessie

- . ] ! AN
f N by & P \
/ 1 ) \
/ ~ (A A\
|} \ : \ y -
(AW _} > £/ \ 5 Vessie
| - y 18 » \
Glande ! wd \ /
/ oo "' : ‘.'."' \ /
.t > > \
" £, - == ™ Al f——— \

Prostatique [~

FEMELLE

Figure 1. Anatomie de I’appareil urinaire (Burns et Hamblin, 2007).

L’appareil urinaire comprend donc :

1.1. Lesreins

Le rein est un organe pair qui sécrete I'urine. Il est situé de chaque c6té de la colonne
vertébrale dans la région lombaire, en arriére du péritoine. Les reins sécrétent 1’urine et
exerce une activité de glande endocrine, avec production de substances vasopressives

comme la rénine (Quevauvilliers et al., 2007).
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1.2. Lesuretéres

Les uretéres relient les bassinets a la vessie, leur role est d’acheminer 1’urine dés sa
formation dans les bassinets jusqu’a la vessie. Cette fonction est facilitée par la structure de
leur paroi qui est composée de trois couches tissulaires superposées : une couche interne,
une couche musculaire intermédiaire (la muqueuse) et une couche externe constituée d’un

tissu conjonctif fibreux (Anonyme, 2006).

1.3. Lavessie

Réservoir musculaire dans lequel 1’urine, qui s’écoule par les uretéres, s’accumule
dans I’intervalle des mictions ; elle s’évacue par I'urétre. La vessie est située dans la cavité

pelvienne, en arriére du pubis (Quevauvilliers et al., 2007).

1.4. L'uretre

Une petite structure tubulaire qui draine l'urine de la vessie. Chez les femmes, il
mesure environ 3 cm de long et se trouve directement derriere la symphyse pubienne, en
avant du vagin. Chez les hommes, il mesure environ 20 cm de long et commence au niveau
de la vessie, passe par le centre de la prostate, passe entre deux feuilles de tissu reliant les

0s pubiens et passe finalement a travers le méat urinaire du pénis (Marie, 2013).

1.5. L’urine

Le terme « urine » est un mot issu du latin : urina et du grec : ouron. C’est un liquide
excrémentiel, sécrété par les reins et excrété par les voies urinaires par filtration du sang.
L’urine contient en poids, environ 95 % d’cau et 5 % de composants organiques et
minéraux (Quevauvilliers et al., 2009). Les tableaux 1 et 2 récapitulent les principales
propriétés physicochimiques de 1’urine humaine et sa composition. Il est important de
mentionner que ces propriétés varient en fonction du régime alimentaire, de la nature de la

flore normale des urines, de 1’age et du sexe de I’individu etc.
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Tableau 1. Propriétés physicochimiques de 1’urine

L’urine fraichement émise est claire. Sa couleur jaune est due a

Coul I’'urochrome, un pigment résultant de bilirubine, résultant de la
ouleur

dégradation de 1’hémoglobine dans les globules rouges (érythrocytes)

(Elaine et Marieb, 2010).

L’urine fraiche est inodore ou 1égérement aromatique, les bactéries qui

od contaminent [’urine peuvent provoquer la transformation des
eur
substances azotées, provoquant une odeur d’ammoniac (Elaine et

Marieb, 2010).

Ordinairement, le pH de I’urine est d’environ 6 mais il peut varier
pH entre 4.5 et 8.0 selon le métabolisme et alimentation (Elaine et
Marieb, 2010).

Turbidité Fraichement émise, 1’urine normale n’est pas turbide, mais elle devient
urbidité
trouble au bout d’un moment (Louis et Michel ,2009).

Tableau 2. Principaux constituants de I’urine (Hallouét et Borry, 2009)

Constituants Valeur moyennes
- Sodium - 100 a 300 mmol/24h ;
Elément minéraux - Potassium -50 a 100 mmol/24h ;
- Chlore - 80 a 270 mmol/24h ;
- Phosphate - 16 a 48 mmol/24h ;
-L’eau -96%
- Acide urique -2.4a7.5 mmol/24h ;
) ) - Urée - 335 a 500 mmol/24h ;
Elément organiques .
- Créatinine F -92a 12 mmol/24h ;
- Créatinine H -10a 22 mmol/24h ;
) o - Glucose -0;
Constituants chimique anormaux o
- Lipide -0;
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2. Les infections de I’appareil urinaire

2.1. Lavoie ascendante

La voie ascendante est la voie de contamination la plus fréquente (97% des cas).

L’infection se fait le plus souvent par 1’urétre et la prolifération bactérienne est favorisée
par (Caron, 2003) :

e La stase urinaire : miction peu fréquente ou incomplete (résidus post-
mictionnel) ;

e Un corps étranger calcul ou sonde vésicale ;
e La présence de glucose dans I’urine ;

e La présence de facteurs de virulence spécifiques de bactéries
uropathogeénes.

2.2. Lavoie hématogene

La voie hématogeéne correspond a une septicémie a localisation rénale. Elle est trés
rare, au maximum 3% des cas (Bruyere et al., 2008). Les germes de la voie hématogéne
sont donc le plus souvent spécifiques tel que Staphylocoque aureus, Candida,

Mycobacterium tuberculosis etc. (Vorkaufer, 2011).

2.3. Facteurs de risque

Un facteur de risque lié a une infection est un facteur favorisant son développement
chez I’individu concerné. L’ensemble des facteurs de risques favorisant les infections

urinaires (1U) est résumé dans le tableau 3.

Tableau 3. Facteurs de risques liés aux infections urinaires (Lobel et Soussy, 2007).

Age avancé e L’incontinence, les dysfonctionnements mictionnelles, le

sondage urinaire, I’affaiblissement du systeme immunitaire.

Sexe e L’uretre chez le sexe féminin est court (3-4 centimetres) et
topographiquement proche du vagin et du périnée qui sont
régulierement colonisée par des bacteries d’origines fécales

par contre ’urétre masculin est long de 20 centimétres et
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est moins exposeé aux infections.

e Grossesse et ménopause.

Facteurs e Anomalies genito-urinaires fonctionnelles (résidus post
anatomiques mictionnel, Incontinence...) et anatomiques (prolapsus)
liées a I’age favorisant les infections urinaires des femmes
ménopausées ;
e Rétrécissement et calculs urétraux (chez ’homme surtout) ;
e Colonisation du gland et du prépuce chez les hommes non
circoncis ;
e Les anomalies congénitales qui sont le premier facteur de

risque des infections urinaires ;

Facteurs e Rapports sexuels fréquents et recents,
comportementaux e Utilisation de diaphragme vaginal et de spermicides a but
contraceptif ;
e Rapports anaux ;
e Mictions différées apres rapports sexuels ;
e Prise récente d’antibiotique, quel que soit le motif de

prescription ;

3. Les différents types d’infections urinaires
Selon Audenet et Bruyére (2015), on distingue :

e Les IU simples ; survenant chez des patients sans facteur de risque de
complication ;

e Les IU arisque de complication ; présentant au moins un des facteurs de risque

précedemment cites.

Selon I’AFSSAPS (2008), 11 existe trois types d’IU selon 1’organe touché ; on parle
alors d’urétrite, de cystite et de pyélonéphrite lorsque 1’organe touché est 1’urétre, la vessie

et le rein, respectivement.
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3.1. L’urétrite

C’est une infection touchant uniquement 1’uretre. Elle entraine une difficulté a
uriner (dysurie), une douleur a 1’écoulement de I'urine, et généralement un écoulement
urétral. Chez I’homme, 1’urétrite non traitée correctement expose au risque ultérieur de

rétrécissement de 1’uretre (Himi, 2016).

3.2. Lacystite

Résulte d’une réponse inflammatoire a 1’adhésion des bactéries a la surface de la
muqueuse de la vessie ou de I’urétre (Pilly, 2018). Cela commence par une contamination
bactérienne de la région vaginale et péri urétrale qui, selon Gerber (2003) est favorisée

par :

e Une prédisposition génétique, en relation complexe avec les groupes sanguins

des femmes ;
e L’emploi de spermicides et de diaphragmes comme contraceptifs ;
e Le manque d’cestrogenes.

L’ascension des bactéries de 1’urétre jusqu’a la vessie (infection ascendante) est liée
a des facteurs mécaniques (surtout I’activité sexuelle) et des facteurs bactériens tels que la

motilité et I’adhésion des bactéries (Gerber, 2003)
Symptomatologie (Anglaret et Mortier, 2002) :
e Pollakiurie : mictions fréquentes a peu abondantes, avec parfois impériosité ;
e Brulures mictionnelles ;
e Urines troubles, parfois hématurie macroscopique ;

e Une cystite peut étre totalement asymptomatique, révélée par 1’examen
microscopique des urines (cas fréquent pendant la grossesse).

3.3. Pyélonéphrite aigue

C’est un état inflammatoire transitoire d’origine infectieux, atteignant le rein et sa
voie excrétrice responsable de 1’cedéme et d’un afflux leucocytaire (Pilly, 2018). Elle peut

ou non étre précédée d’une cystite et elle est considérée comme simple, sans obstruction et
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sans hypotension, lorsqu’elle est unilatérale chez un patient en bonne santé (Emonet et al.,
2011).

Par contre, une pyélonéphrite compliquée est une infection bilatérale, souvent
associee a un obstacle sur les voies urinaires (calcul ou malformation) ou a la présence
d’un abces, de aire lors d’imagerie (pyélonéphrite emphysémateuse). Elle est souvent

associee a une immunosuppression (Emonet et al., 2011).
Symptomatologie (Anglaret et Mortier, 2002) :
e Un début brutal ;
e Une fievre élevée supérieure a 38,8 avec frisson ;
e Une douleur lombaire le plus souvent unilatérale localisée ;

e Des signes inconstants de cystite.

3.4. Bactériurie asymptomatique

En absence des symptomes cliniques, une croissance bactérienne au niveau urinaire
résulte généralement d’une colonisation bactérienne. Cette situation est fréquemment
rencontrée chez les personnes ageées, les patients atteints de diabete et ceux ayant des

cathéters urinaires (Thirion et Williamson, 2003).

3.5. Prostatite
3.5.1. Prostatite aigue

La prostatite aigue (PA) est une inflammation d’origine bactérienne de la glande
prostatique (Lobel et Soussy, 2007). Les symptdmes apparaissent brusquement avec une
fievre a 40 °C, accompagnée de frissons, d’un malaise général d’allure grippale, de

brdlures urinaires et d’une émission d’urines purulentes (Meyrier, 2003).

3.5.2. Prostatite chronique

Il s’agit d’une entité difficile a diagnostiquer, les risques principaux de 1’échec
thérapeutique de la PA sont les récidives et le passage a la chronicité. Cette évolution vers
la prostatite chronique bactérienne s’explique par la formation de « biofilms bactériens »

(Lobel et Soussy, 2007).
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4. Les infections urinaires d’origine bactérienne

Les infections urinaires d’origine bactrienne constituent la principale cause
d’infections urinaires. Les especes incriminées varient en fonction de I’age, le sexe et 1’état

de santé des personnes atteintes.

4.1. Prévalence

La flore normale de l'urétre distal est composée de staphylocoques a coagulase
négatif, Streptococcus viridans non hémolytiques, de lactobacilles, de corynébactéries, de
Neisseria spp. et d’autres bactéries non pathogeénes )Léone et al., 2000). Les PH extrémes,
I’hypertonicité de I’'urée et la présence de résidus acides limitent la croissance bactérienne

(Leone et al., 2000).

L’infection urinaire fait suite & une colonisation de 1’urétre par la flore rectale ou
vaginale (Emonet et al., 2011). Lors de cystite simple, Escherichia coli est 1’agent
responsable de la plupart des IU (Thirion et Williamson, 2003). Les IU compliquées sont
causées souvent par Proteus spp., Klebsiella spp., Morganella spp., Enterococcus spp. et
parfois par Pseudomonas aeruginosa (Emonet et al., 2011). Le tableau ci-dessous résume

la répartition des bactéries responsables d’IU selon le type de ces derniéres :

Tableau 4. Prévalence des 1U selon les espéces (Mouton et al., 2000).

Type d’infection Espéces bactériennes habituelle

Escherichia coli (80%) ;
Proteus mirabilis ;
Cystite simple Autres bacilles a gram négatif (Klebsiella ...) ;
Entérocoques ;
Staphylococcus aureus ;
Staphylocoques a coagulasse négative.

Cystite récidivante Proteus mirabilis (lithiase) ;

Autres bacilles gram négatif.

Infection urinaire compliquée E. coli ;

communautaires (pyélonéphrite...) Autres bacilles a gram négatif.

10
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Klebsiella ;
Infection urinaires compliquées Enterobacter ;
nosocomiales (apres investigation, Serratia ;

chirurgie urologique, cathétérisme Proteus indole positif ;
vésicale prolonge...) Providencia ;
Citrobacter ;

Pseudomonas aeruginosa.

4.2. Facteurs de virulences

La virulence d’une bactérie au niveau urinaire est principalement déterminée par la
présence de facteurs d’adhérence, la majorité des E. coli pathogénes ont la capacité de se
lier aux récepteurs des cellules épithéliales a 1’aide d’organelles filamenteuses que 1’on

retrouve a leur surface (Thirion et Williamson, 2003).

Un autre facteur de virulence bactérienne est la capacité des bactéries de se multiplier
dans I’urine (synthese d’acides aminés bactériens, enzymes, protéines et endotoxines
habituellement absents dans 1’urine), et leur capacité d’adaptation aux facteurs urinaires
inhibant la prolifération bactérienne (osmolarité, acides organiques, anticorps produits
localement...) (Gerber, 2003). Il existe aussi d’autres facteurs, telle leur capacité de se
mouvoir pour progresser vers la vessie a partir de 1’uretre. Le développement des
connaissances sur les facteurs de virulence pourra mener possiblement a 1’optimisation des

outils thérapeutiques et expliquer la réussite ou 1’échec de ceux déja existants (Thirion et

Williamson, 2003).

5. Antibiotiques et problémes thérapeutiques des infections urinaires

5.1. Lesantibiotiques

Le terme « antibiotique », dérivé d’antibiose, a été utilisé pour la premiere fois par
Vuillemin en 1889 pour désigner le phénomene d’antagonisme (Asselineau et Zalta,
1973). En 1941, ce méme terme a été proposé pour désigner toute substance produite par
un microorganisme et ayant un pouvoir inhibiteur « effet bactériostatique » et/ou
destructeur « effet bactéricide » d’autres microorganismes (Larpent et Sanglier, 1989).
D’autres observations de ces phénomenes d’antibiose ont été faites avant 1’année 1929,

date capitale de I’histoire des antibiotiques quand Alexander Fleming découvrit 1’activité

11
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antibactérienne du champignon pénicillium notatum. Il suggéra que cette moisissure

synthétise une substance antibactérienne qu’il purifia et appela par la suite : Pénicilline

(Asselineau et Zalta, 1973 ; Taright, 2006).

5.1.1. Définition

On appelle « antibiotique » toute substance d’origine biologique synthétisée par un
organisme vivant (champignon ou bactérie) ou substance chimique synthétique, ou semi-
synthétique obtenue par modification chimique d’une molécule naturelle possédant les

caractéristiques suivantes (Rahal, 2017) :
e Activité antibactérienne ;
e Toxicité sélective ;
e Activité en milieu organique ;
e Bonne absorption et bonne diffusion dans 1’organisme.

5.1.2. Mode d’action

Les antibiotiques agissent essentiellement par inhibition de réactions de synthése
chez la cible (Larpent et Sanglier, 1989). Ils se fixent sur des sites précis ou cibles
moléculaires de la cellule bactérienne, ce qui entraine la perturbation de diverses réactions

métaboliques de cette derniére (Larpent et Sanglier, 1989).

Cinq cibles sont distinguées (Gaudy et Buxeraud, 2005) :

La paroi bactérienne ;

La membrane plasmique ;

Les ribosomes ;

L’ADN ;

L’ARN.

12
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MEMBRANE. INHIBITION BIOSYNTHESE.
CYTOPLASMIQUE PAROI
Polymyxine B - Colistine / factamines
Daptomycine Glycopeptides

Fosfomycine - Bacitracine
INHIBITION SYNTHESE
ACIDES NUCLEIQUES
INHIBITION SYNTHESE Topoisomérases : fluoroquinolones
PROTEINES —_ Sty ARN polymérase : rifamycines
SU 308 : aminosides, tétracyclines Synthése acide folique : sulfamides - TMP
SU 508 : MLSK, oxazolidinones, phénicolés
Facteur d'élongation EF-G : acide fusidique

Figure 2. Cibles des principales familles d'antibiotiques (Demoré et al., 2016).

5.1.3. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs criteres : famille chimique,

origine, mode d’action et cibles (Larpent et Sanglier, 1989).
Les principales familles d’antibiotiques sont classées comme suit :
a. Antibiotiques ciblant la paroi bactérienne

«»  Les béta-lactamines

Les béta-lactamines se fixent sur les protéines spécifiques de la paroi de la cible
(Protéine de Liaison aux Pénicilline : PLP) et inhibent la derniére étape de synthése du
peptidoglycane, provoquant ainsi un effet bactériostatique. L’effet bactéricide des
bétalactamines est dd a leur capacité a provoquer une surexpression des enzymes lytiques :
glycosidases, amidases et peptidases impliquées dans 1’assemblage de la structure de la
cible, entrainant une destruction de la paroi bactérienne et donc, une lyse cellulaire
(Demore et al., 2016).

Le nom bétalactamine est lié a la présence d’une structure commune (un noyau béta-
lactame) chez tous les membres de cette famille d’antibiotiques. Il existe quatre sous-

groupes de cette catégorie chimique (Patrik et al., 2007) :

13
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e LesPénicillines ;

e Les céphalosporines ;
e Les carbapénemes;

e Lesmonobactames.

Les béta-lactamines sont parfois associées a des inhibiteurs de béta-lactamase
comme ’acide clavulanique. Ces derniers n’ont aucune activité antibactérienne. Leur seul
objet est d'empécher l'inactivation des béta-lactamines par les béta-lactamases de la
bactérie cible (Patrik et al., 2007).

< Autres

Les autres antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne sont résumés dans le tableau
suivant (Nauciel et Vildé, 2005) :

Tableau 5. Les autres antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne.

Famille Exemple Mode d’action
d’antibiotiques
Glycopeptides  Vancomycine IIs bloquent la polymérisation du peptidoglycane en

Teicoplanine se fixant sur la partie DAla-D-Ala terminale des
peptides impliqués dans la phase de polymérisation

du peptidoglycane

Non classé Fosfomycine Elle se fixe sur une enzyme impliquée dans la
formation de 1’acide Nacétylmuramique qui est I’'un

des précurseurs du peptidoglycane.

b. Antibiotiques ciblant la membrane plasmique

Ces antibiotiques ont la particularité de se fixées aux phospholipides de membrane
cytoplasmique de la bactérie, et crée une désorganisation membranaire ce qui traduit par
une fuite des constituants cytoplasmiques qui entraine la mort cellulaire comme la
Polymyxine (Larpent et Sanglier, 1989). Cette action s’effectue sur les bactéries

métaboliquement actives que celle au repos (Mazri, 2015).

14
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c. Antibiotiques agissant sur la synthese des protéines :

Ces antibiotiques qui ont pour cible les ribosomes interférent avec la synthése
protéique en induisant des erreurs de synthése ou en inhibant cette synthése. La cellule
bactérienne est ainsi dans une incapacité de synthétiser des protéines qui lui sont vitales
(Patrik et al., 2007).

% Lestétracyclines:

Sont des inhibiteurs de traduction, ils vont se lier de fagon irréversible sur un site de
forte affinité la sous unité 30S du ribosome, ainsi ils vont empécher la liaison de I’ARN de
transfert bactérien a son site accepteur donc il aura blocage d’élongation de la chaine

peptidique (Guyen et Baumard, 2012).
Ce groupe contient (Patrik et al., 2007) :

e L'oxytétracycline ;

e Ladoxycycline ;

e Laminocycline ;

e La chlorotétracycline ;

e Latétracycline de base etc.

«  Les aminosides

Ces antibiotiques empéchent les cellules bactériennes a produire des protéines qui
fonctionnent correctement (leur cible principale le ribosome), la présence des protéines

malformées est mortelle pour les cellules bactériennes (Patrik et al., 2007).
Selon la méme référence, ce groupe comprend :
e La streptomycine ;
e La gentamicine;
e La kanamycine etc.

«  Les macrolides :

Les macrolides agissent en se fixant sur la sous unité 50s du ribosome et bloquent
I’assemblage du complexe ribosomique de la synthese protéique chez la bactérie cible
(effet bactériostatique) (Yala et al., 2001).
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Les membres de ce groupe comprennent (Patrik et al., 2007) :
e L’érythromycine ;
e La clarithromycine ;
e [’azithromycine ;
e Lajosamycine;
e La spiramycine etc.

R/

«»  Les Phénicolés

Les phénicolés se fixent sur la sous unité 50s du ribosome et empéchent la liaison du
complexe aminoacyle-ARNt a son site fixateur et donc la réaction de transpeptidation
(Demor¢é et al, 2016).

d. Lesantibiotiques ciblant I’ARN

Ces antibiotiques inhibent la synthése protéique a une étape précoce par une
inhibition de la transcription d’ADN en ARN, en se fixant I’ARN polymérase bactérienne

et bloquant son action, ce groupe contient les Rifampicines (Larpent et Sanglier, 1989).

e. Lesantibiotiques ciblant ’ADN

Les antibiotiques ciblant I’ADN agissent soit en bloquant la réplication des ADN ou en
se liant a des protéines réductrices qui entrainent la libération des radicaux toxiques

capables de couper I’ADN (Larpent et Sanglier, 1989).
Ce groupe continent :

e Les sulfamides et triméthoprimes : sont des inhibiteurs enzymatiques de la
biosynthése d’acide tetra-hydro folique, précurseur des bases puriques et

pyrimidiques ;

e Les quinolones, novobiocines et métronidazoles : inhibent la réplication de
I’ADN, a différentes étapes de sa synthese.

5.2. Problemes thérapeutiques des infections urinaires

La résistance bactérienne aux antibiotiques dans le cas des infections urinaires est

un probleme majeur de santé publique. Cette résistance est principalement due a
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I’utilisation massive d’antibiotiques avec ou sans prescription, mais aussi a leur presence

en doses non négligeables dans les viandes (Thirion et Williamson, 2003).

La plupart des infections urinaires sont causées par des entérobactéries
naturellement résistantes a la pénicilline G et M et ayant développé la capacité de
production d’enzymes de résistance aux autres antibiotiques de la famille des S _lactamines

(pénicillines et céphalosporines). lls sont ainsi classés en 4 groupes (Letertre, 2014) :
e Groupe 1 : non producteurs g-lactamase (E. coli, P. mirabilis ...) ;

e Groupe 2 : producteurs d’une pénicillinase induisant une résistance aux

antibiotiques de la famille des pénicillines (Klebsiella spp...) ;

e Groupe 3 : producteurs dune céphalosporinase induisant une résistance aux
antibiotiques de la famille des céphalosporines (sauf les Céphalosporines de 3°m

génération : C3G) et aux aminopeénicillines (Enterobacter spp, Serratia spp...) ;

e Groupe 4 : producteurs d’une pénicillinase et d'une céphalosporinase induisant une

résistance aux pénicillines et aux céphalosporines (sauf les C3G).

Il existe une tendance inquiétante a la hausse de la résistance aux antimicrobiens
chez les pathogenes responsables d’TU. Ce phénoméne était surtout observé chez les
patients présentant des comorbidités telles que le diabéte ou la néphropathie par reflux. De
plus, la résistance était plus fréquente chez les pathogénes nosocomiaux. Cependant,
actuellement, la résistance aux antimicrobiens est également notée dans un nombre
important d'infections communautaires. Ce n'est pas limité a un pays en particulier mais

c'est un phénomene mondial (Nickel, 2007).

Certaines entérobactéries produisent une p-lactamase a spectre élargi (BLSE),
inhibant toutes les p-lactamines, y compris les C3G (Letertre, 2014). Dans une étude
récente en Inde réalisée par Metri et al. (2012) et ciblant les souches productrices de BLSE
dans les pathogenes urinaires, il a été constaté que 40% des souches d'E. Coli et 45% des

souches de Klebsiella produisaient des BLSE.

Dans une meéta-analyse récente, des niveaux significatifs de résistance aux
antimicrobiens ont été notés pour E. coli dans les infections urinaires pédiatriques. Le
niveau de résistance a été noté plus élever dans les régions du monde ou les agents

antimicrobiens sont disponibles en vente libre. Cependant, outre cette mauvaise utilisation
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des agents antimicrobiens, d'autres facteurs tels que [I'utilisation non réglementée
d'antimicrobiens chez le bétail contribuent également a ce phénomene de résistance

croissante (Bryce et al., 2016).

Dans une autre étude norvégienne des niveaux trés élevés de résistance aux agents
antimicrobiens couramment utilisés pour le traitement des U tels que I'ampicilline et la
nitrofurantoine. UTI est souvent traitée de maniere empirique. Par conséquent, les lignes
directrices pour le traitement des infections urinaires doivent prendre en considération ces

changements dans les modeles de résistance (Fagan et al., 2015).

En général, les propriétés physicochimiques et le volume urinaires sont tres variables
et dépendent de plusieurs facteurs. La présence d’une infection urinaire peut étre la cause
d’une modification majeure de ses parameétres. A titre d’exemple, Le pH normal de I'urine
est légérement acide, «4,5 a 8,0 ». Un pH urinaire de 8,5 ou 9,0 indique parfois la présence
d’un microorganisme, tel que Proteus, Klebsiella ou Ureaplasma dans les urines ; par
conséquent, un patient asymptomatique avec un pH élevé signifie une infection urinaire

indépendamment des autres résultats des tests d'urine (Bono et Reygaert, 2020).

De méme, l'urine ou la bile, a titre d’exemple, ne possedent pas les mémes propriétés
physico-chimiques du milieu de 1’antibiogramme. Ce dernier ne reflete donc pas
I’efficacité réelle de 1’antibiotique une fois administré, ni la réaction des bactéries vis-a-vis
de cet antibiotique, car dans le corps humain, elles sont dans un état physiologique assez
éloigné de celui d’un antibiogramme standard. Egalement, les phénoménes de biofilm et de
bactéries adhérentes ne sont pas pris en compte dans une boite de Pétri, pas plus que les

carences nutritionnelles des bactéries présentes dans I'organisme (Schulz et al., 2012).
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Chapitre 11 Matériel et Méthodes

L’objectif de ce travail consiste, tout d’abord, a isoler et identifier quelques
bactéries responsables d’infections urinaires a partir d’échantillons d’urine regus au
niveau du laboratoire d’analyse médicale (Dr. Sayah), situé a Bouira-Algérie. Par la
suite, la sensibilité/résistance bactérienne aux antibiotiques a usage thérapeutique est
évaluée sous antibiogrammes standards. Enfin, I’efficacité de ces mémes antibiotiques
est réévaluée sous des conditions ressemblant a celle de 1’environnement urinaire a

partir duquel les bactéries ont été isolées (pH et salinité).

Ce travail est une suite d’un travail déja réalisé dans le cadre de deux projets de
fin d’étude (Hayet et Amina, 2019 ; Smaili et Saadaoui, 2020), dont 1’objectif était
d’étudier le comportement de quelques souches bactériennes de référence vis-a-vis
des antibiotiques sous conditions non orthodoxes pour un antibiogramme standard et
de discuter les travaux scientifiques ayant abordés le méme probléme.

1. Période et lieu du stage

Le travail expérimental relatif a ce mémoire s’étale sur une période de vingt
jours (du 05 au 25 mai 2022), dont une partie a €té réalisée au niveau du laboratoire
de Biologie Médicale de Dr. Sayah a de la ville de Bouira et une partie dans le
laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie et des

sciences de la terre, Université de Bouira.

i |

Figure 3. Laboratoire d’analyse médicale, Dr. Sayah (Originale).

2. Echantillons biologiques

Les échantillons d’urines analysés font partie des prélevements habituels du

laboratoire d’analyse médicale Dr. Sayah. Elles appartiennent donc a des patients de
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susceptibles d’avoir une infection urinaire d’origine bactérienne. Les échantillons sont
prélevés de patients de catégories hétérogenes (différents ages et sexes, avec ou sans
facteurs favorisants). L’hétérogénéité des échantillons utilisés dans ce travail découle
de son objectif, ou I’origine de I’échantillon n’est pas un paramétre a prendre en

considération.

3. Matériel

L’ensemble des appareillages, produits chimiques, matériel et des réactifs

utilisés dans ce travail figure dans 1’annexe 01.

Deux milieux de culture ont été utilisés dans le cadre de ce travail, Leur

compositions (Gélose Nutritive et Gélose Muller Hinton) figurent dans I’annexe 02.

Les antibiotiques utilisés dans les différents tests d’antibiogramme sont classés

dans le tableau suivant :

Tableau 6. Liste des antibiotiques utilises.

Famille Antibiotiques Symbole sur le disque
Quinolone Ofloxacine OFX
Ciprofloxacine CIP
Macrolide Erythromycine E
Céphalosporine Céphalothine KF
Cycline Tétracycline TE

Figure 4. Antibiotiques utilisés (originale).
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4. Méthodes

4.1. Prélévement des urines

Le Prélévement de I’urine constitue une €tape importante de ce travail. Il doit
étre réalisé dans des conditions d’asepsie strictes, tout en €vitant sa contamination lors
de la miction par la flore commensale qui colonise I’urétre et la région périnéale. Les
étapes suivantes ont été adoptées pour la réalisation des prélévements :

e Exigence d’un lavage hygiénique strictes des mains du malade ;

o Toilette soigneuse avec du savon ou un antiseptique du méat chez I’homme et
de la région vulvaire chez la femme (de 1’avant vers 1’arriere), suivie d’un

rincage ;
e Elimination du 1* jet (20 mL) d’urines ;

e Recueil de I’échantillons (20 mL) dans un flacon stérile « pot a ECBU des 20).
Le recueil se fait sans toucher le bord supérieur du flacon ;

e Fermeture hermétique du flacon ;
¢ Identification du flacon ;

e Transport immédiat au laboratoire.

4.2. Condition de transport et de conservation :

Idéalement, les urines recueillies dans un récipient stérile devraient étre
ensemencées dans les 20 minutes suivant le recueil. En cas de besoin, les échantillons
sont conservés a une température de 4 °C pour une durée maximale de 24 h. lls ne
doivent jamais étre conservees plus de deux heures a température ambiante. L’objectif
en est d’éviter la contamination de 1’échantillon et/ou la dégradation de son contenu
microbien. Et pour I’objectif de notre travail, la modification de ses propriétés

initiales (pH et salinité).
4.3. Examen cytobactériologique des urines (ECBU)

La réalisation de I’examen cytobactériologique des urines (ECBU) permet

principalement de rechercher la présence d’une infection urinaire, de déterminer les
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germes responsables et d’adapter ainsi le traitement antibiotique adéquat, a travers la
réalisation d’un antibiogramme (Stéphane, 2016).

4.3.1. Examen cytologique
a. Examen macroscopique

Les urines sont observées dans le but de déceler une anomalie de couleur, odeur,
transparence etc. Les urines sont normalement jaunes claires et limpides. L’examen
macroscopique permet d’apprécier 1’aspect, la couleur des urines, et la présence ou

’absence de pus ou de sang.

-t . 4 o .
Figure 5. Quelques échantillons d’urines prélevés au laboratoire Sayah (originale).

Selon les patients, 1’aspect du prélévement peut varier de clair a hématique,
trouble, ictérique, etc. La Couleur, quant a elle, peut varier de jaune a ambreée,
rougeatre etc. Les urines troubles suggerent, mais pas obligatoirement, une infection

urinaire (le trouble peut étre liée a la présence de cristaux ou de médicaments).

b. Examen microscopique

Apres homogénéisation de 1’échantillon de 1’urine, une goutte est déposée a
I’aide d’une pipette Pasteur au centre d’une nageotte (lame d’observation et de
comptage). Puis, une lamelle est placée au-dessus de la goutte. L’observation est faite

au microscope a l'objectif x40.

Une cytologie qualitative et quantitative (détermination de la présence/absence,
qualité et nombre des cellules) est réalisée systématiquement sur chaque prélévement

urinaire recu pour examen cytobactériologique.

22



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Figure 6. Examen cytologique des urines. A : goutte d’urine sur lame de comptage ;
B : observation au microscope (G*40) (Originale).

«  Examen qualitative

Une description des différents éléments cellulaires et acellulaires
(polynucléaires, hématies, cellules épithéliales, cristaux, présence ou absence de
bactéries) est réalisée. A 1’état normal, 1’urine contient un taux inférieur & 1000

leucocytes et moins de 1000 hématies/mL.

< Examen quantitative :

Les différents éléments dans 1’urine par unité de volume (millimétre cube,

microlitre ou millilitre) sont dénombrés (leucocytes, hématies etc.).

«*  Chimie des urines :

La chimie des urines est un examen systématique qui permet d'orienter le
diagnostic en mettant en évidence dans l'urine d'‘éventuels éléments anormaux. Cet
examen est effectué a partir de la bandelette urinaire (BU) qui donne des

renseignements sur divers composants de I’urine.

La technique consiste a plonger la bandelette directement dans 1’échantillon non
centrifugé. Apres deux minutes, cette derniére est tenue horizontalement sur une boite
pour faire la lecture de résultat. Cette derniére se fait visuellement en comparant les
couleurs obtenues sur la bandelette avec la gamme colorimétrique indiquée sur

I’emballage :
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= Généralement, si le pH>6, les résultats signifient que 1’individu est suspecté

d’avoir une Ul ;

= La présence des leucocytes (virage de couleur au violet) signifie une

inflammation ;

= La présence de nitrites qui se manifestent par une coloration rose indique la

présence des Entérobactéries ;

= La présence du sang (coloration vert foncé) permet de suspecter une hématurie

mais aussi certains traitements médicamenteux.

Figure 7. Chimie des urines par la bandelette urinaire (originale).
4.3.2. Examen bactériologique
a. Examen a[’état frais

L’examen bactériologique a 1’état frais est réaliseé en méme temps que
I’observation microscopique de 1’échantillon d’urine. La recherche d’éventuels
microorganismes dans les urines (bactéries, champignons, protozoaires parasites etc.)
est une étape importante afin de passer a la culture microbienne visant 1’isolement et
I’identification du germe responsable de I’infection. Cette derniére représente le seul

diagnostique de certitude en microbiologie clinique.
b. Ensemencement et mise en culture

La culture bactérienne a pour objectif d’isoler et de dénombrer les bactéries en
cause de I’IU. Une goutte de 1’échantillon d’urine est ensemencée sur un milieu riche

(Gélose nutritive).
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La technique consiste a utiliser une anse de platine, stérilisée par flambage au bec
Bunsen, pour ensemencer les échantillons sur les milieux de culture d’isolement.

= L’urine est homogénéisée par simple agitation ;

= A proximité du bec bunsen, une goutte d’urine est prélevée verticalement a

I’aide d’une anse de platine stérile ;

= La goutte de I’urine est déposée dans la boite de pétrie contenant le milieu

d’isolement (milieux gélose nutritive : GN) ;
= Des stries centrales sous forme de lignes sont réalisé a la surface de la gélose ;

= Les boites sont incubées pendant 24h et a 37C°

;' ll ; ’ : = - . P, ~>-|
. 3 p s 3
| e
S . /
T B : 3
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e

Composition du milieu de culture Mueller-Hinton (conventionnel)

Infusion de viande de beeuf............ccocvrvninne. 300ml
Peptone de Casing........ccccovvveneincicieecnnenn 17,5¢
Amidon de MaiS......ccceevevviieeiiieee e, 1,5¢
AQA .o 109
pH=7.4

Eau distillée........cooovriiiiic 1000ml

Figure 8. Ensemencement des échantillons d’urine sur le milieu GN (Originale).
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Figure 9. Incubation des boites ensemencées (Originale).
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A la fin de la période d’incubation, les échantillons positifs (présence de culture
bactérienne) sont soumis a une identification de la bactérie responsable de 1’infection.
Les étapes d’identification de la souche, n’étant pas importants pour ’objectif de
notre travail, ne figureront pas dans ce manuscrit. L’identité de chacune des souches
utilisées dans le cadre de ce travail était, en revanche, fournie directement par le
personnel du laboratoire d’analyse Dr. Sayah.

4.4. Paramétres physico-chimiques des urines

Partant de 1’objectif de notre étude, la determination des propriétés
physicochimiques (pH et Salinité) des échantillons d’urine a partir desquels les

bactéries ont été isolées constitue une étape importante.

La détermination du pH de I'urine a été faite a 1’aide d’un pH-metre Adwa
ADS8000. Apres étalonnage de 1’appareil a 1’aide de solutions standards, la sonde du
pH-meétre est mise en contact avec 1’urine a étudier. Apres un temps de stabilisation
de la lecture, la valeur du pH de I’échantillon est lue directement sur I’écran de

I’appareil.

La salinité des échantillons d’urine a été estimée en mesurant sa condictivité
électrique (Rhoades, 1996). Pour se faire, le conductimetre Adwa AD3000 a été
utilisé.

Figure 10. Mesure du pH de I’urine (Originale).
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Figure 11. Mesure de la conductivité éIectriqueAde I’urine (Originale).

4.5. Etude du comportement bactérien vis-a-vis des antibiotiques

Afin d’étudier le comportement bactérien vis-a-vis des antibiotiques & usage
thérapeutique habituel sous différentes circonstances : (1) celles d’un antibiogramme
conventionnel habituellement utilisé aux laboratoires d’analyse médicaux et (2) celles
simulant des conditions physicochimiques de I’échantillon & partir duquel les
bactéries sont isolées (urine), le méme protocole a été utilisé. Des modifications du
pH et de la condictivité électrique (salinité) des milieux de cultures utilisés sont

effectuées a chaque fois pour simuler les paramétres de 1’échantillon d’urine.

4.5.1. Protocol standard d’un antibiogramme

L'antibiogramme est une technique spécifique au laboratoire de bactériologie,
dont I’objectif essentiel est de proposer aux médecins traitants le (les) antibiotique (s)
les plus efficaces pour le traitement d’une infection (Adem, 2005). Le principe
consiste a placer la culture de la bactérie a étudier en présence des antibiotiques et a
observer les conséquences de cet affrontement sur le développement et la survie de

celle-ci.

La methode par diffusion, utilisée dans notre travail, permet de déterminer la
résistance ou la sensibilité d’une bactérie vis-a-vis d’un antibiotique en utilisant la
relation entre la CMI (Concentration minimale inhibitrice d’un antibiotique) et le
diametre de l'inhibition de la croissance bactérienne autour d’un disque du méme

antibiotique (disque de papier le plus souvent).
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La lecture est donc relativement directe. Le diameétre d'inhibition est comparé a
des diametres critiques prédéfinis pour chaque antibiotique [MAX (D) et Min (d)] : en
dessous d'un diamétre critique inférieur (d) la souche est classée résistante (R), au-
dessus d'un diametre critique supérieur (D) la bactérie est classée sensible (S)
(Cavallo, 2015).

a. Technique

Une suspension bactérienne de la souche a étudier est préparée en raclant, a
I’aide d’une anse de platine, des colonies pures obtenues a partir d’une culture jeune

et en les mettant en suspension dans de 1’eau physiologique stérile.

Figure 12. Préparation de la suspension bactérienne (Originale). A : stérilisation de
I’anse de platine ; B : récolte de colonies pure de la souche a étudier ; C : préparation
de la suspension.

Sur un milieu gélosé Mueller-Hinton (MH), spécifiquement destiné a cette

méthode, est ensemencée la suspension préparée de la souche a tester. Pour se faire :

= Un écouvillon stérile est trempé dans I’inoculum, puis essoré en le

pressant fermement contre la paroi interne du tube.

» La culture transportée par 1’écouvillon est ensemencée sur la totalité de
la surface gélosée, de haut en bas, en stries serrées, 1’opération est
répétée 4 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois. Sans oublier de

faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme.

» [’ensemencement est achevé en passant I’écouvillon sur la périphérie de

la gélose.
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Figure 13. Ensemencement des souches a tester par écouvillonnage (Originale). A :
préléevement de la suspension ; B : ensemencement.

Des disques de papier buvard imprégnés d’antibiotiques a concentrations
données sont déposés a la surface de la gélose, ces derniers diffusent trés rapidement

de maniére uniforme autour de chaque disque (Talibi, 2008).

Figure 14. Dépo6t des disques d’antibiotiques a tester (Originale).

Aprés incubation a 37°C dans les conditions requises, une zone d’inhibition
entoure les disques d’antibiotiques (ou non), signifiant une absence de culture (ou

non) et donc ; un effet positif (ou négatif) de 1’antibiotique testé.
b. Lecture et interprétation

Les résultats des antibiogrammes sont exprimés sous forme de catégories
cliniques (Sensible, Résistant et Intermédiaire), qui sont destinées a guider vers le
choix d’un antibiotique pour le traitement d'une infection urinaire (Vandepitte,
1973).
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Tableau 7. Catégorisation des bactéries selon les valeurs critiques (Talibi, 2008).

Sensible Résistant Intermédiaire

Diamétre Diamétre >D Diameétre<d d<Diamétre<D

Une forte Probabilité de  Une faible probabilité

Succds succes dans le cas d’un de succes quel que soit [ ¢ sycces est
thérapeutique traitement par voie le type de traitement et imprévisible
systémique avec la la dose d’antibiotique

posologie recommandée  utilisée

Dans notre étude, seul I’effet des parametres physicochimiques du milieu MH
(pH et Salinité) sur les diametres d’inhibition de chaque antibiotique nous importe.
Nous nous contenterons donc uniquement de la détermination des diameétres

d’inhibition dans chaque cas d’étude.
4.5.2. Antibiogrammes simulant I’environnement urinaire

Apres avoir déterminé le pH et la conductivité électrique de chaque échantillon
d’urine. Les souches isolées de chacune des échantillons est soumise, en parallele a un

antibiogramme standard, & d’autres tests d’antibiogramme pour lesquels :

= Le pH du milieu est modifié pour étre identique au pH urinaire de
I’échantillon de I’urine (indépendamment de sa conductivité €lectrique ; pour
se faire, des solutions de 1M NaOH et 1M HCI ont été utilisées pour

augmenter ou baissé le pH du milieu MH, respectivement ;

= La Conductivité électrique du milieu est modifiée pour étre identique a celle
de I’échantillon de I’urine ; pour se faire, des solutions de 1M NaCl sont

utilisées pour remodeler la conductivité électrique du milieu MH ;

= Le pH et la conductivité électrique du milieu sont modifié en méme temps

pour étre identique a celle de 1’échantillon de 1’urine.

4.6. Analyses statistiques

Le test statistique two-way ANOVA au logiciel statistique GraphPad Prism (V :
9.3.1) a été utilisé pour comparer les résultats obtenus pour les diameétres d’inhibition

de chaque antibiotique sous différentes conditions du milieu de culture.
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Les résultats exprimés ici concernent uniquement trois échantillons d’urine ayant donné
une culture bactérienne positive. Ainsi, trois isolats bactériens ont fait 1’objet d’une étude de
leurs profils de sensibilit¢ aux 5 antibiotiques précédemment mentionnés dans la
partie ‘Matériel et Méthodes’. Les antibiogrammes ont été réalisés sous conditions : (1)
standards (milieu MH sans modification) et (2) modifiés selon les propriétés des urines a

partir desquelles elles ont été isolées.

Selon I’objectif de I’étude, la premiere étape était donc de définir le pH et la
Conductivité électrique initiaux de chacune des trois échantillons d’urine (ici dénommes
Uri01, Uri02 et Uri3).

1. pH et Conductivité électriques des échantillons :

Les pH des échantillons varient de l1égérement acide (5,5 et 5.82 pour les échantillons
Uri 02 et Uri 01, respectivement) a légérement basique (8.34 pour 1’échantillon Uri 03). Les
CE des trois echantillons varient de 5.57 & 24.5 et 61.2 ps pour les trois échantillon Uri 01,
Uri02 et Uri03 respectivement. Les résultats des pH et des Conductivités électriques des trois

échantillons d’urine sont résumés dans le tableau 8.

Tableau 8. pH et Conductivités électriques des échantillons d’urine.

Urines pH CE (ps)
Uriol 5.82 5.57
Uri02 5.50 24.5
Urio3 8.34 61.2

Afin de vérifier I’existence, ou non, d’une différence entre le milieu de culture MH
conventionnel et les milieux MH modifiés qui sont préparés dans le but simuler les
environnements urinaires des trois échantillons. Nous avons jugé important de déterminer le

pH et la Conductivité électrique du milieu MH standard (résultats exprimeés dans le tableau 9).

Tableau 9. pH et Conductivité électrique du milieu MH standard.

Milieux pH CE (ps)

MH Standard 6.92 1.55

A partir des deux tableaux 8 et 9, il apparait clairement que les pH et les CE d’un milieu
conventionnel destiné a la réalisation d’un antibiogramme ne sont pas similaires aux

propriétés d’un milieu urinaire présentant une infection bactérienne. Avec nos trois
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échantillons, il est également constatable que les propriétés d’un milieu urinaire peuvent étre
variables. Ceci est probablement dii a la nature de I’infection elle-méme, mais aussi a d’autres

facteurs dont la nature ne nous intéresse pas dans le cadre de notre objectif.
2. ldentité des souches isolées :

Selon les résultats de 1’identification approuvés par le laboratoire de Dr. Sayah, les trois

souches isolées a partir des échantillons de notre études ont été identifiées comme :
= Echantillon Uri 01 : Escherichia coli
= Echantillon Uri 02 : Klebsiella pneumoniae 1
= Echantillon Uri 03 : Klebsiella pneumoniae 2

3. Milieux de culture préparés et résultats des antibiogrammes :

Selon les propriétés des trois échantillons, les souches ont fait 1’objet de différents tests

d’antibiogrammes simulant les conditions suivantes :

1. Condition d’un antibiogramme ordinaire (MH conventionnel) ;
2. Antibiogramme sous MH a pH urinaire ;

3. Antibiogramme sous MH a Conductivité électrique urinaire ;
4

Antibiogramme sous MH a pH et Conductivité électrique urinaires en méme temps.

Les milieux utilisés et les résultats des antibiogrammes obtenus sont exprimés ci-

dessous séparément pour chaque souche/échantillon.
3.1. Souche isolée de I’échantillon Uri 01 (E. coli)
3.1.1. Propriétes des milieux utilisés

Les caractéristiques des milieux MH utilisés sont exprimées dans le tableau suivant :

Tableau 10. Milieux pour les antibiogrammes de la souche E. coli

Milieu utilisé pH CE (us)
MH conventionnel 6.92 1.55
MH 1-Uri01 5.82 1.55
MH 2-Uri01 6.92 2.57
MH 3-Uri01 5.82 57
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3.1.2. Résultats des antibiogrammes

La souche isolée du premier échantillon (Uri 01) et identifiée comme appartenant a
I’espéce E. coli s’est avérée resistante a tous les antibiotiques testés sous différentes
circonstances. Les résultats des quatre antibiogrammes sont exprimes dans le tableau 11 et la

figure 15.

Tableau 11. Résultats des antibiogrammes de la souche E. coli.

MH conventionnel ~ MH 1-Uri01 MH 2-Uri01 MH 3-Uri01

Zl (mm) Z1 (mm) ZI (mm) Z1 (mm)
Ofloxacine 0 0 0 0
Ciprofloxacine 0 0 0 0
Tétracycline 0 0 0 0
Erythromycine 0 0 0 0
Céphalothine 0 0 0 0

* ZI = zone d’inhibition de la croissance bactérienne provoquée par la présence de I’antibiotique

Figure 15. Antibiogrammes réalisés pour la souche E. coli. A : MH conventionnel ; B : MH
1-Uri 01; C: MH 2-Uri 01 ; D : MH 3-Uri 01. (Originale).
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3.2. Souche isolée de I’échantillon Uri 02 (K. pneumoniae 1)
3.2.1. Propriétés des milieux utilisés

Les caractéristiques des milieux MH utilisés sont exprimées dans le tableau suivant :

Tableau 12. Milieux pour les antibiogrammes de la souche K. pneumoniae 1

Milieu utilisé pH CE (ps)
MH conventionnel 6.92 1.55
MH 1-Uri02 2.50 1.55
MH 2-Uri02 6.92 245
MH 3-Uri02 5.50 245

3.2.2. Résultats des antibiogrammes

Sous conditions standard (MH conventionnel), La souche bactérienne isolée de
I’échantillon Uri 02 s’est avérée résistante a la plupart des antibiotiques testés. Seule la
tétracycline a pu exercer une activité inhibitrice de la croissance bactérienne (13 mm).
Cependant, la modification de la conductivité électrique du milieu (MH 2-Uri02) a abouti a
un changement de I’insensibilit¢ de la souche a 1’ofloxacine (16 mm). Il est important de
mentionner que ’activité de la tétracycline augmente de fagon drastique en passant d’un
antibiogramme conventionnel aux autres antibiogrammes modifiées (de 13 a 21, 18 et 19 mm
pour les trois milieux MH 1-Uri02, MH 2-Uri 02 et MH 3-Uri02, respectivement). Les trois
antibiotiques ciprofloxacine, érythromycine et céphalothine n’ont montré aucune activité vis-
a-vis de la souche isolée de 1’échantillon Uri02, quelques soient les conditions du milieu
utilisé pour la réalisation de I’antibiogramme. Les résultats des quatre antibiogrammes sont

détaillés dans le tableau 13 et la figure 16.

Tableau 13. Résultats des antibiogrammes de la souche K. pneumoniae 1

MH conventionnel ~ MH 1-Uri02 MH 2-Uri02 MH 3-Uri02

Zl (mm) Z1 (mm) Z1 (mm) Zl (mm)
Ofloxacine 0 0 16 0
Ciprofloxacine 0 0 0 0
Tétracycline 13 21 18 19
Erythromycine 0 0 0 0
Céphalothine 0 0 0 0

* ZI = zone d’inhibition de la croissance bactérienne provoquée par la présence de 1’antibiotique
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Figure 16. Antibiogrammes réalisés pour la souche K. pneumoniae 1. A : MH conventionnel ;
B:MH1-Uri02; C:MH 2-Uri 02; D : MH 3-Uri 02. (Originale).

3.3. Souche isolée de I’échantillon Uri 03 (K. pneumoniae 2)
3.3.1. Propriétés des milieux utilises

Les caractéristiques des milieux utilisés sont exprimées dans le tableau suivant :

Tableau 14. Milieux pour les antibiogrammes de la souche K. pneumoniae 2

Milieu utilisé pH CE (ps)
MH conventionnel 6.92 1.55
MH 1-Uri03 8.34 1.55
MH 2-Uri03 6.92 61.2
MH 3-Uri03 8.34 1.2
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3.3.2. Résultats des antibiogrammes

La diversité des résultats obtenus avec les antibiogrammes de la souches K. pneumoniae
2 permettent de visualiser de facon plus claire 1’effet des paramétres de 1I’environnement sur
I’activité d’un antibiotique sur une bactérie. En effet, la souche isolée de I’échantillon Uri 03
s’est avérée sensible a la plupart des antibiotiques testés sous antibiogramme conventionnel (a
I’exception de 1’érythromycine). Cependant, cette I’effet de chacun des antibiotiques change

de fagon significative en modifiant les conditions du milieu MH utilisé pour 1’antibiogramme.

L’érythromycine, qui semblait étre inactif contre la bactérie sous conditions
conventionnelles d’un antibiogramme, a changé d’activité en simulant I’environnement de
I’échantillon urinaire & partir duquel la bactérie a été isolée. Son diameétre d’inhibition passe
de 0 mm en condition conventionnelles (aucune activité) a 21.5, 10.5 et 24 mm en modifiant

le pH, la CE et les deux en méme temps, respectivement.

La cephalothine, ayant donné une légere activité inhibitrice de la souche sous conditions
conventionnelles (8 mm), & perdu toute activité antibactérienne vis-a-vis de K. pneumoniae 2
aprés modification des propriétés du milieu MH. La modification du pH et de la CE du milieu

affecte donc, de facon significative, le pouvoir inhibiteur de cet antibiotique.

L’activit¢ de I’antibiotique ofloxacine varie de 33.5 mm de diameétre en conditions
ordinaires a 38.5 et 27 mm de diametre en modifiant le pH et la CE du milieu MH,
respectivement. Le méme antibiotique a provoqué une zone d’inhibition de 25 mm de
diamétre autour de la souche sur le milieu MH 3-Uri03 (pH et CE urinaires), correspondant a
une perte relative de son activité sous antibiogramme conventionnel. Les résultats des quatre

antibiogrammes sont exprimés dans le tableau 15 et les figures 17 et 18,

Tableau 15. Résultats des antibiogrammes de la souche K. pneumoniae 2

MH conventionnel ~ MH 1-Uri03 MH 2-Uri03 MH 3-Uri03

Zl (mm) Z1 (mm) Z1 (mm) Z1 (mm)
Ofloxacine 335 385 27 25
Ciprofloxacine 25.5 34 30 30.5
Erythromycine 0 21.5 10.5 24
Céphalothine 8 0 0 0
Tétracycline 255 19.5 30 18

* ZI = zone d’inhibition de la croissance bactérienne provoquée par la présence de 1’antibiotique
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Figure 17. Résultats des antibiogrammes de la souche K. pneumoniae 2. * : différence
significative (p<0.05) ; ** : différence significative (p<0.005) ; *** différence significative
(p<0.001) ; **** différence significative (p<0.0001).

Figure 18. Antibiogrammes réalisés pour la souche K. pneumoniae 2. A : MH conventionnel ;
B:MH1-Uri03; C:MH 2-Uri 03 ; D : MH 3-Uri 03. (Originale).
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Discussion

D’apreés le travail de « Hayet et Amina, 2019 ; Mouna et Sara, 2020 » qui ont
évaluer et discuter l'interaction bactérie-antibiotique sous stress environnemental dd au pH
et a la salinité. Hayet et Amina (2019) ont utilisé deux souches bactériennes de
référence, Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, dans
leur travail de fin d’étude. Les deux souches ont été testées vis-a-vis de deux antibiotiques
chacune ; Gentamycine/Acide Nalidixique pour E. coli et Gentamycine/Ceftazidime pour

P. aeruginosa.

Le stress a été appliqué directement en modifiant la composition du milieu de culture
de I'antibiogramme ou celui utilisé pour préparer l'inoculum (stress précoce). Les résultats
obtenus ont clairement montré que le stress environnemental affecte sévérement la réponse
bactérienne aux antibiotiques. Mouna et Sara (2020) se sont servies de ces résultats afin
de realiser un travail de synthese théorique dont I’objectif était de discuter les travaux
scientifiques ayant abordés la problématique du changement des comportements bactériens

vis-a-vis des bactéries soumises a des conditions environnementales variables.

Dans le cadre de ce travail, trois souches bactériennes responsables, chacune, d’une
infection urinaire ont été isolées et identifiées. Elles ont été testées vis-a-vis de cinq
antibiotiqgues chacune (Ofloxacine, Ciprofloxacine, Erythromycine, Céphalothine,
Tétracycline). Le stress a éte appliqué directement au milieu de culture de I'antibiogramme
Muller Hinton en modifiant son pH et sa conductivité électrique. Les résultats obtenus ont
clairement montré que le stress environnemental affecte séverement la réponse bactérienne
aux antibiotiques. Parmi les trois bactéries isolées, deux peuvent étre considérées comme

multirésistantes aux antibiotiques testes.

L’organisme humain peut étre représenté comme un ensemble de secteurs, souvent
entouré de structures membranaires. L’absorption d’un médicament et sa diffusion a
travers le site de 1’infection sont conditionnées par le franchissement de ces membranes
cellulaires, souvent de nature lipidique. La plupart des antibiotiques ont une masse
moléculaire trop importante pour pouvoir traverser passivement les pores des membranes
cellulaires (exception faite des pores de grande taille des endothéliums vasculaires). Ils ont
donc besoin de systéemes de transport complexes. Ces derniers sont modulés, entre autres,

par les signaux environnementaux ( pH gastrique)qui les entourent (Mazri, 2015).

38



Chapitre IV Discussion

Le pH, comme la salinité, affecte également le fonctionnement et la structure des
microorganismes. Les bactéries, par exemple, sont sensibles a la concentration en ions
hydrogene dans leur environnement. Les grosses protéines membranaires sont également
affectées par le pH. Leur forme change, entrainant tres souvent une altération de leurs

charges ioniques (Ratzke et Gore, 2018).

E. coli et Klebsiella sont des germes tres fréguemment isoles au laboratoire de
microbiologie clinique comme agents responsables d’infections urinaires Sekhsokh, et al.
(2008). Yang et al (2014) ont étudi¢ I’'impact du PH a une gamme de 5 a 8 sur ’efficacité
de 24 antibiotiques largement utilisés contre des souches uropathogénes courantes
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
saprophyticus et S. epidermidis). Ils ont démontré que le pH affecte 1’activité inhibitrice de
certains antibiotiques. Ces derniers ont montré des effets dépendant du pH contre certains
organismes. Les Fluoroquinolones, le Co-trimoxazole, les aminoglycosides et les
macrolides ont tous fonctionné de maniére optimale a un PH alcalins, tandis que les
tétracyclines, la nitrofurantoine et de nombreux Béta-lactamines testés ont montré leur

activité la plus élevée dans des conditions plus acides.

Les quinolones (Ofloxacine, Ciprofloxacine) sont des bactéricides préconisés treés
utilisés en thérapeutique. Du fait de leur utilisation excessive, la résistance a ces
antibactériens est en constante augmentation chez toutes les especes bactériennes a travers
le monde (Vincent, 2012). Cela peut expliquer, en partie, la résistance constatée de la
souche E. coli, isolée dans le cadre de ce travail, aux deux antibiotiques Ofloxacine et
Ciprofloxacine. De méme, la tétracycline est un antibiotique largement utilisé en raison de
sa faible toxicité et de son large spectre d’activité. Cependant, son utilité clinque a diminué
en raison de 1’apparition d’un nombre croissant d’isolats résistants (Speer et al, 1992).
Cette résistance est due au fait que Plus de 70 % des tétracyclines sont excrétés sou forme
active dans ’environnement via 1’urine et les matiéres fécales des humains et des animaux.
Ajouté a ca, leur caractere hautement hydrophile et leur faible volatilité ont entrainé une

persistance importante dans les milieu aquatique (Daghrir et Drogui, 2013).

Coronado et al. (1995) Proposent plusieurs explications de 1’augmentation de la
tolérance aux agents antimicrobiens sous stresse salin ; le sel inactive I’antibiotique comme
dans le cas des tétracyclines, connues pour étre inactivées par des ions inorganiques ;

éventuellement par chélation. Pareillement, le sel peut modifier la structure des
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antibiotiques, altérant leur capacité a pénétrer dans la cellule. Il peut également diminuer la
perméabilité membranaire des bactéries vis-a-vis des antibiotiques en altérant les structures

réceptrices de telles molécules, s’associant & une perte de leur activité intracellulaire.

Les résultats de Tagajdid et al (2010), ont montré que dix souches d’E. Coli,
responsables d’IU, était & la fois productrices de béta-lactamases a spectre étendu,
résistantes aux aminosides et aux fluoroquinolones. De méme, la souche E. coli, isolée
dans le cadre de ce travail s’est avérée résistante aux cinq antibiotiques : Tétracycline,

Ciprofloxacine, Erythromycine, Ofloxacine et Céphalothine.

A nos jours, I’effet des antibiotiques sur les bactéries pathogenes est parfaitement
étudié. Cependant, la quasi-totalité des études sont réalisés dans des conditions standards et
n’ayant rien a voir avec I’environnement auquel ils sont censés avoir effet. En fait, les
résultats obtenus confirment que les variations dans les valeurs du pH et de la
concentration de sel dans le milieu Muller Hinton affectent considérablement le
comportement  bactérien vis-a-vis des antibiotiques testés. L’adaptation des
microorganismes, de facon progressive, aux antibiotiques a obligé les scientifiques a
poursuivre le chemin des travaux visant a chercher, identifier et synthétiser de nouvelles

molécules d’ordre thérapeutique (Matyara et al., 2008).

L’apparition continue des résistances bactériennes aux antibiotiques n’est pas
uniquement due a la forte pression de sélection exercée par I’utilisation excessive des
antibiotiques, mais aussi aux changements climatiques et a la posologie, souvent aléatoire,

lors des traitements appliqués faces aux agents pathogénes (Stanley et al., 2007).

La structure chimique des antibiotiques peut étre fortement liée aux changements de
leurs effets antibactériens une fois confrontés aux conditions de stress. La structure d’un
antibiotique permet, dans une proportion non négligeable, de comprendre le comportement
de l’antibiotique sous stress abiotique. Elle influence 1’activité antibactérienne, les
performances pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (solubilité, absorption,
diffusion tissulaire etc.) et la non susceptibilité aux meécanismes de résistances des
bactéries. De plus la connaissance des Relations Structure-Activité (RSA) est une des
bases nécessaires & la compréhension des mécanismes de résistances développés par les

bactéries (Démoré et al., 2016).

Lorsque les bactéries rencontrent un traitement antibiotique a l'intérieur du corps

humain. La réponse cellulaire aux facteurs de stress environnementaux peut modifier le
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schéma d'expression genique global des bactéries et leur réceptivité (sensibilité/résistance)
a un antibiotique. Cependant, la relation entre la réponse cellulaire au stress et la sensibilité

aux antibiotiques reste trés mal étudiée (Zhu et Dai, 2018).

Selon Masi et al. (2017), le stress salin peut altérer la concentration intracellulaire de
certaines protéines. Ce qui a pour conséquence une réduction drastique de la perméabilité
et de ’efflux des antibiotiques. Dans 1’étude précédemment cité de (Zhu et Dai, 2018), il a
été postulé que les protéines de porine OmpF et OmpC sont parmi les protéines
membranaires externes les plus abondantes et sont proposées pour étre responsables du
contrble de l'afflux de médicaments dans les cellules. D'autre part, AcrAB-TolC est le
principal systeme de pompe a efflux multidrogues qui pompe un médicament hors de la
cellule pour réduire sa concentration intracellulaire. Zhu et Dai ont donc mesurer
l'expression relative de 1’ensemble OmpF, OmpC, AcrA, AcrB et TolC dans des milieux
normaux et salins. Comme résultats, les niveaux d'expression relatifs d’AcrA, AcrB et
TolC augmentent fortement sous stress. L'expression de I'OmpF diminue fortement tandis
que l'expression de I'OmpC augmente remarquablement dans des conditions a forte teneur
en sel. En conclusion, la diminution de la sensibilité bactérienne a certains antibiotiques
sous forte teneur en sel peut étre attribuée a une augmentation de I'efflux de médicament, a
une diminution de I'afflux de médicament (médiée par OmpF) ou aux deux phénomenes en

méme temps.

Dans le travail de Beggs et Andrews (1976), la sensibilité des aminoglycosides au
sel et son action sur les deux bactéries Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli ont été
évalués. Ils ont démontré que, quelques soient les ions utilisés, la protection de E. coli
contre la gentamycine augmente avec 1’augmentation du stress. Ils ont également trouvé
que les variations de la force ionique influencent significativement D’efficacité des

aminosides contre les deux souches testées.

Dans une autre étude réalisée par Coronado et al. (1995), 13 souches modérément
halophiles appartenant aux genres Chromohalobacter, Deleya, Halomonas, Vibrio et
Volcaniella ont été testées vis-a-vis des antibiotiques : ampicilline, gentamycine,
kanamycine, néomycine et streptomycine. En général, les résultats obtenus montrent
clairement que les concentrations élevées en sels diminuent considérablement le pouvoir

antibacterien de la plupart des antibiotiques testes.
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Les mémes auteurs ont suggéré plusieurs explications de 1’augmentation de la
tolérance aux agents antimicrobiens sous stress salin ; le sel inactive I'antibiotique comme
dans le cas des tétracyclines, connues pour étre inactivées par des ions inorganigues,
éventuellement par chélation. Pareillement, le sel peut modifier la structure des
antibiotiques, altérant leur capacité a pénétrer dans la cellule. Il peut également diminuer la
perméabilité membranaire des bactéries vis-a-vis des antibiotiques en altérant les structures

réceptrices de telles molécules, s’associant a une perte de leur activité intracellulaire.

En 1983, Bauearnfeind démontra qu’une activité bactériostatique accrue de
fluoroquinolones, ciprofloxacine et norfloxacine contre Proteus mirabilis est constaté aux
pH élevés. De méme, Mou (1962) démontra que les fluoroquinolones, cotrimoxazole,
aminoglycoside et les macrolides fonctionnent de maniere optimale aux pH alcalins, tandis
que les tétracyclines, nitrofurantoine et un bon nombre de beta lactames testés montrent
une activité plus élevée dans des conditions plus acides. Egalement, les sulfaméthoxazole,
I’oxacilline, 1’acide clavulanique, la vancomycine et la clindamycine ne sont pas affecté

par le pH.

Le pH, comme la salinité, affecte également le fonctionnement et la structure des
microorganismes. Les microbes, tels que les bactéries, sont sensibles a la concentration en
ions hydrogene qu’ils trouvent dans leur environnement. Les grosses protéines sont
affectées par le pH. Leur forme change (ils se dénaturent) et entrainent tres souvent une
altération des charges ioniques de la molécule (Ratzke et Gore, 2018), ce qui peut

expliquer la perte de I’activité de certains antibiotiques en état de stress.

Yang et al. (2014) ont étudié I’impact du PH a une gamme de 5 a 8 sur I’efficacité de
24 antibiotiques largement utilisés contre des souches uropathogénes courantes
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
saprophyticus et S. epidermidis). Pour ceci, des antibiogrammes standards des cultures
préalablement soumises au stress dd au pH, et des tests de micro dilutions en bouillon a pH

variables et contenant, ou non, des antibiotiques ont été utilisés afin de déterminer les CMI.

Les résultats ont montré que pour 18 des 24 antibiotique testés, le PH a joué un réle
important comme modulateur de leurs activités inhibitrices. Les quinolones
(fluoroquinolones), les cotrimoxazoles, les aminoglycosides et les macrolides ont montré
une augmentation d’activités aux PH élevés, avec des CMI plus basses a pH 8 et plus

élevées a pH 5. Yang et ses collégues ont postulé que ces phénomenes sont probablement
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dd a l’augmentation des interactions zwitterioniques aves les porines et les lipides

membranaires a pH élevé, favorisant une accumulation bactérienne accrue.

Yang et ses collégues ont suggéré que, selon Eisenberg et al. (1984), les résultats
obtenus étaient d0 a des augmentations du potentiel électrique a travers la membrane
bactérienne a pH ¢élevé, conduisant a une absorption accrue des antibiotiques. D’autre part,
les tétracyclines, les nitrofurantoine et de nombreux B-lactames testés ont montré leur
activité la plus élevée dans des conditions plus acides, avec des CMI plus basses a pH 5.
Le sulfaméthoxazole, 1’oxacilline, I’amoxicilline, la vancomycine, I’'imipenéme et la

clindamycine étaient insensibles aux variations du PH.

Irwin et al. (2013) se sont également intéressés a 1’évaluation de I’effet du pH sur la
croissance et la sensibilité de Proteus mirabilis (pathogéne producteur d’uréase) en mode
plancton et biofilm aux antimicrobiens quinolones. La bactérie en question a €té isolée
d’un patient atteint du catharisme a long terme ; une infection urinaire entrainant
I’¢lévation du pH urinaire et provoquant une incrustation du cathéter urinaire a travers la

formation de biofilm cristallin.

La souche a été cultivée dans un bouillon Muller Hinton ajusté a des valeurs de pH
allant de 5 a 10 avec ’addition, ou non, d’acide chlorhydrique ou de sodium hydroxyle et
en présence/absence des trois antibiotiques : acide nalidixique, norfloxacine et
ciprofloxacine a des différentes concentrations. La sensibilité de la bactérie aux
antibiotiques a ces valeurs de pH a été déterminée par mesure des CMI, CMB
(concertation minimale bactérienne) et CMEB (concentration minimale d’éradication de

biofilm). La croissance bactérienne a été determiner par turbidimétrie.

Dans cette étude, le pH alcalin a augmenté les activités bactériostatiques et
bactéricides des fluoroquinolones testées contre le germe P. mirabilis a ses deux états
plancton et biofilms. Les valeurs CMB et CMEB pour la ciprofloxacine ont diminué
environ 6000 fois et 10 fois, en variant les valeurs du pH de 5 a 9, respectivement.
Egalement, le taux de destruction des 3 agents été plus rapide a pH 7, pH optimal de
croissance bactérienne. A pH 5, la norfloxacine s’est avéré inefficace contre le biofilm de
Proteus mirabilis testé a des concentrations allant jusqu’a 200 mg/L. Aussi, la sensibilité

bactérienne aux fluoroquinolones a remarquablement augmenté avec le pH.

Selon Irwin et al., le pH a eu des effets sur I’absorption, 1’état d’ionisation et donc la

capacité des quinolones a atteindre leur cible intracellulaire. Les pH alcalins augmentent
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I’activité bactéricide et bactériostatique des quinolones contre le plancton et biofilm de P.
mirabilis, justifiant 1’utilisation de ces agents pour le traitement des infections de cathéter

urinaire.

Les résultats de Timmers et Sternglanz (1978) suggeérent que la liaison de la
norfloxacine, analogue d’acide nalidixique, a I’ADN dépend du pH et de la Force ionique ;
La liaison de la norfloxacine a I'ADN plasmidique a un pH optimum compris entre 4,5 et
6,5. Elle diminue fortement lorsque le pH augmente ou diminue. La liaison de la

norfloxacine est inhibée par I’augmentation de la concentration du sel également.

L’effet du pH sur ’activité des antibiotiques a ét¢ trés peu étudié au passé. Le
tableau 16 est une synthése realisée par Thomas, (1962). Cette synthése récapitule 1’effet

du pH sur I’activité de quelques antibiotiques & usage habituel :

Tableau 16. Effets du PH sur I’activité de quelques antibiotiques (Thomas, 1962).

Antibiotique Bactérie Constatation significative
Sulfanilamide Divers Plus efficace dans les urines alcalines (PH alcalin)
Sulfathiazole Staphylococcus Plus efficace 8 PH 5.5 qu’aPH 7.2
faecalis
E. coli
Pénicilline Divers Plus efficace a PH 5 qu’a PH 7
Streptomycine Moins efficace a PH 5 qu’a PH7
Pénicilline S. aureus Moins efficace lorsque le PH augmente de 7.5a 7.7
Streptomycine S. aureus Plus efficace lorsque le PH passe de 5.3a 7.3
E. coli
Chloramphénicol S. aureus Moins efficace a PH 6.6, meilleur a des valeurs de
E. coli PH plus élevées et plus basses
Streptomycine Divers Plus efficace en milieu alcalin
Streptomycine E. coli Plus efficace en milieu alcalin
P. vulgaris
Nitrofurantoine Divers L’activité a été meilleure dans les conditions acides

Streptomycine
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Les travaux réalisés jusqu’aujourd’hui ouvrent un champ large de perspectives afin
de comprendre ’effet du stress sur molécules antibactériennes utilisées en thérapeutique. Il
est également important de signaler I’absence d’une corrélation logique entre 1’évolution
du stress et son effet sur I’interaction bactéric-antibiotique. Ce qui est peut-étre dd a la
grande diversité des modes d’action des molécules antibactériennes et a la diversité de

leurs cibles spécifiques.

Malgré I’'importance de ce champ de recherche et I’émergence constante des
résistances aux antibiotiques, ce théme reste tres peu étudié par les scientifiques. Une
compréhension plus profonde de I’effet du stress sur les bactéries pathogénes et sur les
antibiotiques une fois au site de I’infection est nécessaire pour 1’élaboration de plans
thérapeutiques plus efficaces. De plus, une meilleure compréhension des modalités de
réponse bactérienne aux stress et I’effet de ce dernier sur les structures chimiques des

antibiotiques et leurs récepteurs bactériens respectives est un champ a découvrir.
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Conclusion

Le comportement des microorganismes dans un environnement dépend
fortement des propriétés de ce dernier. En effet, les antibiogrammes sont
généralement réalisés dans des conditions standards, negligeant les propriétés du site
de I’'infection a partir duquel 1’agent infectieux a été isolé. Les urines, ciblées comme
site d’infection dans ce travail, ont des propriétés abiotiques souvent différentes de
celles que I’on rencontre dans un antibiogramme conventionnel. Ainsi, nous avons
clairement démontré que les résultats fournis par un antibiogramme réalisé vis-a-vis
d’un germe responsable d’IU ne sont pas toujours fiables une fois appliqués au site de
I’infection. De ce fait, il est primordial d’approfondir le peu de connaissances
actuelles sur I’interaction bactérie-antibiotique dans des environnements simulant la

réalité abiotique complexe du site d’action dans 1’organisme.

Puisque I’activité de certains antibiotiques est altérée dans des conditions de
stress au niveau du site d’action, I’antibiothérapie des infections en général, et
particulierement les infections urinaires, ne donnent pas de résultats stables d’un
patient a un autre, méme pour un germe commun. D’autres études sont, donc,
nécessaires afin de mieux comprendre les conditions abiotiques des différents sites
d’action des antibiotiques dans le corps humain, mais aussi leur effet sur la réponse
bactérienne une fois en place. D’autres investigations visant a comprendre la réponse
bactérienne aux variations des conditions du site de 1’infection et leurs effets sur la
bactérie et I’antibiotique sur I’antibiotique sont nécessaires afin d’instaurer une

antibiothérapie plus efficace au futur.
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Annexe 1

Matériel utilisé :

Instrument et appareillages utilisée - Microscope optique
- Nageotte.
- Réfrigérateur
- Bain marie.
- Incubateur
- Etuve (37 C°)
- Boite de pitre
- Anse de platine calibré
- Bec bunsen
- Bandelette urinaire
- Pipette de pasteur
- pH metre
- Conductimetre
- Ecouvillons

- pince

Réactifs - Kovacs et TDA
- Urée indole

- Disques d’antibiotiques

Les milieux de cultures - Gélose nutritive

- Gélose Muller Hinton




Annexe 2

Compositions du milieu de culture Gélose nutritive :

Extrait de viande de beeuf... ................ 01g

Extrait de levure..........ccccoovviiienenn, 029
Peptone.......ccooovviiiiiiiiii 059
Chlorure de sodium...........c.ccocvvviinnene. 05¢g

GEIOSE ..ot 15¢

pH =74

Eau distillée.........coooiiiiiiice 1000ml

Infusion de viande de beeuf...........cocevveninnee. 300ml
Peptone de Cas€ine .........ccccceevveveeieesieeieseenn 17,59
Amidon de MaiS......ccccccvvvvereiiieseee e 1,50
At 10g
pH=7.4



Résumé

Ici, nous avons étudié ’activité de certains antibiotiques a usage thérapeutique vis-a-vis de trois
souches bactériennes isolées de patients souffrant d’infections urinaires (IU). L’objectif en est de déterminer
leffet du pH et de la salinité urinaires sur I’interaction bactérie-antibiotique. Les trois souches, identifiées
comme Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae 1 et 2 ont montré des profils différents de sensibilité aux
antibiotiques testés. Comme résultat, la sensibilité de la souche K. pneumoniae 2 & un méme antibiotique
change de fagon significative selon les conditions du milieu de I’antibiogramme. L’érythromycine, qui
semblait étre inactif contre K. pneumoniae 2 sous conditions conventionnelles, a changé d’activité en
simulant I’environnement de 1’échantillon urinaire a partir duquel la bactérie a été isolée. Son diamétre
d’inhibition passe de 0 mm en condition conventionnelles (aucune activité) & 21.5, 10.5 et 24 mm en
modifiant le pH, la CE et les deux en méme temps, respectivement. De plus, la souche E. coli s’est avérée
résistante aux 5 antibiotiques testés quel que soit le milieu utilisé. 11 est primordial d’approfondir le peu de
connaissances actuelles sur I’interaction bactérie-antibiotique dans des environnements simulant la réalité
abiotique complexe du site d’action dans I’organisme.

Mots-clés : Traitement, Infection, Médicament, environnement, Microorganismes, Activité inhibitrice

Abstract

Herein, we studied the activity of certain antibiotics against three bacterial strains isolated from
patients suffering from urinary tract infections (Ul). The objective was to determine the effect of urinary pH
and salinity on the bacteria-antibiotic interaction. The strains, identified as Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae 1 and 2 showed different susceptibility profiles to antibiotics. As a result, the K. pneumoniae 2
sensitivity to the same antibiotic significantly changes according to the antibiogram’s environmental
conditions. Erythromycin, which appeared to be inactive against K. pneumoniae 2 under conventional
conditions, changed its activity when the urine sample environment was simulated in the antibiogram
medium. Its inhibition diameter increases from 0 mm in conventional conditions (no activity) to 21.5, 10.5
and 24 mm when pH, EC and both at the same time were modified, respectively. In addition, the E. coli
strain was resistant to the 5 tested antibiotics regardless of the used medium. It is essential to deepen the little
current knowledge on the bacterium-antibiotic interaction in environments simulating the complex abiotic
reality of the target site in the host organism.

Keywords: Treatment, Infection, Medicine, environment, Microorganisms, Inhibitory activity
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