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Résumé

Notre travail vise la recherche et 1’étude de quelques entérobactéries pathogenes ; parmi
eux le genre Proteus sp. Qui provoque chez la majorité des personnes des infections urinaires ;
ces derniéeres sont les plus connues et les plus dangereuses en constituant un veritable risque

qui menace la santé publique vue leurs dominances et leurs difficultés de traitement.

Le diagnostic de I’infection urinaire nécessite un examen cytobactériologique des urines
ECBU.

Dans ce contexteon propose d’étudier et d’approfondir notre connaissance de la situation
épidémiologique chez Proteus en Algérie. Parmi une collection de 16 isolats de Proteus durant
deux années (2018-2021) et du premier semestre de 1’année 2022, une seule souche identifiee
comme P. Mirabilis ; suivant les tests d’orientations et d’identification biochimiques
classiques; ainsi que la galerie API20E. Par la suite un antibiogramme a été réalisé selon les
recommandations du comité du réseau algérien par la méthode de diffusion des disques

d’antibiotiques sur un milieu gélose.

L’antibiorésistance des entérobactéries aux antibiotiques est une menace a ne pas négliger. Ces
bactéries uréolytiques €étudiées présentent une résistance nette a 100 % aux cyclines aux

polymyxines et aux furanes.

Une résistance importante vis-a-vis des céphalosporines, une résistance modérée aux béta-
lactamines, a I’ opposé ces souches présentent un faible taux de résistance aux deux familles

aminosides,quinolones/fluroquinoloes.

Suite au développement de résistance des bactéries aux différents antibiotiques, des mesures de
contrle périodique et de surveillance doivent d’étre suivis pour prévenir ces infections, surtout

dans les différentes structures de soin au niveau local et national.

Les mots-clés :

Proteus sp., bactéries uréolytiques , identification , antibiorésistance.



Résumé

Abstract

Our work aims to research and study some pathogenic entérobacteria; among them the
genus Proteus sp. which causes in the majority of people urinary tract infections; these are the
most known and most dangerous constitute a real risk that threatens public health given their

dominance and their difficulties of treatment.

The diagnosis of urinary identification requires a cytobacteriological examination of
urine ECBU.

In this context we propose to study and deepen our knowledge of the épidemiological
situation of Proteus in Algeria. Among a collection of 16 isolates of Proteus during two years
(2018, 2021) and the first semester of 2022 there is only one strain identified as P.Mirabilis;
following the classical biochemical orientation and identification tests; in addition to the API
20 E ogallery. An antibiotic susceptibility test was then carried out according to the
recommendations of the Algerian network committee by the method of diffusion of antibiotic

discs on an agar medium.

Antibiotic resistance of entérobacteria to antibiotics is a threat that should not be
neglected. The strains of Proteus studied show a net resistance of 100% to cyclins, polymyxins,

furans, etc.

Significant resistance to céphalosporins moderate resistance to beta-lactams, On the
other hand, these strains have a low rate of resistance to both aminoglycosides and

quinolones/fluroquinolones.

As a result of the developpement of bacterial resistance to the différents antibiotics and
the prevalence of UTIs, periodic control and surveillance measures must be followed to prevent

these infections, especially in the different health care structures at the local and national level .

Key words:

Proteus sp., ureolytic bacteria, identification , antibiotic resistance
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Introduction générale

Tout au long de l'histoire, il y a eu une bataille continuelle entre I'homme et
la multitude de micro-organismes qui  causent linfection et la maladie
(leulmi,2015) A partir de milieu du 20eme siécle, des avancées majeures dans le
développement des médicaments antibactériens et autres moyens de lutte contre les infections
ont aidés a renverser la tendance en faveur de I'Homme. Cependant , cette révolution n’a pas
duré longtemps. Presque aussitot de 1’utilisation de médicaments antibactériens, les bactéries
ont répondu en manifestant diverses formes de résistance (Leulmi,2015).

Ces bactéries sont des bacilles a Gram négatif, retrouvés partout dans
le sol,dans I’cau et surtout dans le tube digestif de ’Homme et des animaux,
elles comprennent un nombre tres élevée de genre et d’espéces (chekroud
et fathi,2017)

Les especes de Proteus , membres de la famille des enterobacteriaceae, sont; Proteus
penneri , Proteus hauseri , Proteus myxofaciens, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris
(Drzewiecka,2016) ces derniéres espéces sont les plus abondantes.

Généralement ce genre de microorganisme considéré comme des commensaux dans
I'intestin (Hamilton al.,2018) ou des pathogénes opportunistes provoquant différents types
d'infections et surtout les infections urinaires. L'examen cytobactériologiques des urines
(ECBU) est I'examen clé pour bien diagnostiquer l'infection urinaire (Hamilton al.,2018,
Malek , chohbane,2020).

En Algérie le facteur d'age et la qualité d'Hygiene influence significativement
cette infection (Malek et Chohbane, 2020).

Les antibiotiques sont des substances biochimiques qui peuvent-étre naturellement
produites par des micro-organismes, peuvent étre synthétique, ou semi synthétique, avec un
effet bactériostatique qui inhibe la multiplication des microorganismes ou bien un effet

bactériolytique qui détruit I'activité bactérienne.

Il 'y'a 12 familles d'antibiotiques , leur classification est basée sur plusieurs principes.
(Vidal,2020) dont certains ont été utilisés dans notres etudes ex : les béta lactamine , les

céphalosporines, les aminosides, les cycline, les quinolones, les colistine etc.

o)
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Certains bacteries s'adaptent et développent une résistance au traitement antibiotiques

selon deux types de résistances : une resistance naturelle et une résistance acquise. (Cardot
Martin, 2019)
Au cours d'un mois de pratique au niveau de laboratoire d’Hygiéne de la Wilaya

de Constantine D.S.P.R.H cité Mentouri (Daksi), on a répondu a quelques questions sur

I'isolement et I'identification de la bactérie Proteus sp. et la détermination des profil de
résistance aux antibiotiques de ces souches.
Dans ce contexte, nos objectifs sont:

-I’Isolement et I’identification de Proteus sp.

-La détermination des profils de résistances aux antibiotiques des souches isolées.

-La mise en évidence d'une étude prospective et rétrospective des années
(2018,2020,2021).

Notre présentation manuscrite a été faite selon la méthodologie suivante :

-Une partie théorique subdivisée en 3 chapitres essentiels :

-Le chapitre 1 : les enterobacteriaceae,

-Le chapitre 2 :Proteus sp.

-Le chapitre 3 : I’antibiorésistance .

-Une partie pratique ; discute les résultats obtenus lors du stage et les statistiques
d'études rétrospective en deux chapitres

Chapitre 4 : Matériel et méthodes

Chapitre 5 : Résultats et discussion.

o)
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Chapitre 1 les Enterobacteriaceae

1 Introduction

Les entérobacteries forment une vaste famille de bacilles a Gram négatif regroupés en
plusieurs genres et especes. Tous ces germes font partie de la flore normale du tube digestif de

I'Homme et des animaux. (Fatnassi, 2020, Aquaportail, 2008).

Ces bactéries sont tres largement distribuées dans la nature et leur localisation
préférentielle est au niveau du systeme digestif. Dans ce groupe de bactéries entériques figurent
des bactéries pathogenes strictes comme Salmonella et Shigella, d'autres sont considérées comme
opportunistes ou pathogenes occasionnels comme Proteus et Klebsiella, Enterobacter, Hafnia et
Serratia, ou Morganella et Providencia, normalement présentes dans les sols, dans les eaux
d'égout et a I'état normal en faible quantité dans le tube digestif, enfin ce sont des bactéries
essentiellement saprophytes du tube digestif dans certaines circonstances peuvent étre
responsables d'infections comme Escherichia (wainsten,2012).

Leur identification est basée surtout sur des tests culturaux, des caracteres biochimiqueset
antigéniques, leur abondance dans I’intestin, leur mobilité, la rapidité de leur multiplicationet
I’acquisition fréquente de mécanismes de résistance aux antibiotiques de la famille la plus utilisée

de ses derniers en thérapeutique c’est les Béta lactamine. (Fatnassi, 2020).

Ces bactéries occupent une place importante en pathologie humaine et constituent plusde
80% des germes isolés au laboratoire de biologie médicale.

IIs sont responsables de nombreuses infections nosocomiales et infections communautaires

notamment les infections urinaires, les infections respiratoires, septicémies (Fatnassi,2020).

2 Classification
Classification d’entérobactéries selon le Bergey’s manual ,1998.
-Regne : Bacteria

-Embranchement : Proteobacteria

-Classe : Gamma Proteobacteria
-Ordre : Enterobacteriales
-Famille: Enterobateriaceae




Chapitre 1 les Enterobacteriaceae

3 Habitat (Ecologie)

Les entérobactéries sont des bactéries ubiquitaires retrouvées partout dans le sol, dans I'eau,
dans certaines denrées alimentaires. On les trouve aussi dans la cavité buccale, au niveau des voies
aeriennes supérieures et sur lesorganes génitaux, mais la plupart des especes qui composent cette
famille sont des hétes normaux ou pathogenes du tube digestif de I'Homme et des animaux, pour

cela elles sont nommeées entérobactéries (Fatnassi, 2020).
4 Caracteres bactériologiques

4.1 Caracteres morphologiques

Toutes les entérobactéries ont une morphologie habituellement typique, sous forme de
bacilles a Gram négatif (BGN) (2- 4um longueur/0,4- 0,6 um largeur), soit mobile par ciliature
péritriche ou immobiles , non sporulés et peuvent étre capsulés . La plupart des espéces
pathogénes pour I'Homme possédent des fimbriae ou pili communs qui sont des facteurs
d'adhésion. (Fatnassi, 2020)

Figure 1: Morphologie des bactéries de la famille de bacilles (bactéries en forme de batonnets).
(Ray, 2022)
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4.2  Caractéres culturaux
Les entérobactéries poussent facilement sur les milieux ordinaires en 24 heures a 37°C
en aérobiose et en anaérobiose.

Leurs exigences nutritionnelles sont, en général, réduites et la plupart se multiplient en milieu
synthétique avec une source de carbone simple comme le glucose.

= Colonies S (smooth) : arrondies, lisses, humides, blanches ou translucides.

= Colonies R (rugueuses) : séches a contours irrégulie.s et mates (bactéries vieillies ou

anormales).
= Colonies M (muqueuses) : grosses colonies £ confluentes (Klebsiella sp.).
= Colonies envahissantes ou nappantes : formation d’un tapis uniforme (Proteus).

= Colonies naines : Elles s’observent avec des souches déficientes dans certaines de leurs

chaines meétaboliques.(Fatnassi, 2020)

4.3 Caractéres antigéniques :

Antigénes O : Ce sont des antigénes de paroi constitués de lipopolysaccharides (LPS)qui
sont thermostables (résistants 2 heures a un chauffage a 100°C ) ; et résistants a l'alcool ou
I'acide.

Antigénes H : Ce sont des antigenes flagellaires qui ne sont présents que chez les souches
mobiles. Constitués d'une protéine, la flagelline, ils sont thérmolabiles détruits par l'alcool a 50

% et par les enzymes protéolytiques (Philippon,2001).

Antigénes K : Ces antigénes capsulaires sont ; généralement constitués d'une couche

externe polysaccharides , parmi les antigénes K, se trouvent les antigénes L, A, B d'E.coli

Antigéne Vi : de certains Salmonelle ou Citrobacter. (Fatnassi, 2020)

4.4 Caracteres biochimiques

Quelques caractéres définissent aisément la famille: bacille a Gram négatif , immobiles
ou mobile (ciliature , péritriche ) aéro-anaerobies facultatif , cultivant sur geélose ordinaire,

fermentant le glucose , réduisant le nitrate en nitrite , oxydase négative .
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Elles présentent des diversités enzymatiques, d'ou une identification biochimique
fermentation des glucides, dégradation des acides organiques, des substances azotées;

désaminases, décarboxylases ; formation d'indole, d'acétoine, etc . (Philippon,2001).

Tableau 1: Caractéres biochimiques des souches pures d’entérobactéries.

(Biothechnologie au lycée,2016)

Caractéres des souches pures d'Entérobactéries

Caractére " o - 2 2

£ = o £ S os |[£ = e =2

Salmonella typhimurium + = = + + + + = + =

Citrobacter freundii + -1+ + + +/- + +/- - - E
Citrobacter koseri + +/- + + + + - +
Escherichia coli 1 + + + + = + - .
Escherichia coli 2 _ - = ~ R ) -

Alcalescens

Escherichia coli2 Dispar - - + + - - - S +
Shigella sonnei (+ta'r dif) + + = ~ 5.
Enterobacter agglomerans + +/- + + + - = + -

Enterobacter cloacae + + + + + + - + + =

Serratia liquefaciens + -1+ + + + - - +/- + -
Serratia marcescens + - + + + - - +

Klebsiella oxytoca - + + + + + = . + =

Klebsiella pneumoniae - + + + + + = + + =
Proteus mirabilis + = = = +/- * = = +
Morganella morganii + - = = = + = = 0

5 Pouvoir pathogene
Le pouvoir pathogéne des entérobactéries chez "’Homme est considérable.

Beaucoup d'entérobactéries, d'origine intestinale, peuvent a des degrés divers, étre agressives pour
I'nomme. On les dit "pathogene opportunistes™.Les infections sont soit bien définies et peuvent
concerner tous les sujets soit non spécifiques touchant les sujets immunodéprimés, en particulier

ceux qui sont hospitalisés. Dans la majorité des cas, I'origine de l'infection est soit ;

Endogéne a partir des flores bactériennes, soit exogene provenant de milieu extérieur (a partir
des matiéres fécales, des aliments, de I'eau, du sol, des végétaux, des céréales... (Philippon,2001,
Fatnassi,2020).

Les entérobactéries sont résponsables de nombreuses infections :

-Les infections communautaires, il s'agit principalement des infections urinaires

majoritairement provoquées par E.coli.

—
(0]
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-Les intoxications alimentaires provoquées par les Salmonelles.

-Les infections pulmonaires provoquées par Klebsiella
pneumoniae.

-Les infections nosocomiales, sont fréquentes a type d’infections urinaires, des plaies

opératoires par Proteus sp.
-D’infections pulmonaires, de septicémies, ainsi que d’autres localisations, En plus des
bactéries déja citées dans les infections communautaires avec un profil de multirésistance on cite:

Klebsiella pneumoniae , Enterobacter sp. , Serratia sp. (Fatnassi,2020)

Tableau 2 : Pouvoir pathogene des différentes especes d’entérobactéries. (France online,

2022)
! ENTEROBACTERIES |
E—— i e = -‘L .
| nfctonsntestingles i} Ifections rinaies ..
| | : | ‘ | oy | =y ’—l—-'
— Infections abdominales,
Escherihia coli it ot OOV, PESTE*
Proteus bactériémies,
(EPEC, EHEC, méningites, Yersinia
EEC, E“c) K’!b’[f”u mpwm pﬂﬁl
Serratio diverses...dues a
Bkt ditfére'ntes es;‘:é.ces
d'entérobactéries

—
(Vo]
—
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Chapitre 2 Proteus sp

1 Géneralités
Les espéces de Proteus, sont des membres de la famille des Enterobacteriaceae.
(Hamilton et al.,2018)
Il a été découvert par Gustav Hauser en 1885,cependant le genre est divisé en plusieurs
espéces qui sont Proteus mirabilis , Proteus vulgaris , Proteus penneri ,Proteus hauseri et trois

espéces genomiques sans noms 4, 5 et 6 (Drzewiecka,2016).

Figure 2 :Portrait de bactériologiste Hauser,Gustav (Astro Data Bank,2017)

Entre autres changements, I'exclusion du genre Proteus de plusieurs espéces qui ont créés
de nouveaux genres Providencia et Morganella mérite d'étre mentionnées . Ces trois genres
étroitement apparentés ont formé la tribu Proteeae dans la famille des Enterobacteriaceae
(Drzwiecka,2016).

Le genre Proteus comprend les batonnets a Gram-négatifs, anaérobies facultatifs,
hétérotrophes et protéolytiques étant des agents épidémiques humains qui sont généralement
considérés comme des commensaux dans l'intestin ou parasites et sont le plus souvent reconnues
cliniguement comme une cause d'infections des voies urinaires.

Cependant des exemples intéressants de leurs relations symbiotiques avec des organismes

supérieurs ont également éte decrits (Drzwiecka,2016 ,Hamilton, et al.,2018).

Ces bactéries sont connues pour étre des agents pathogénes opportunistes humains qui
possédent de nombreux facteurs de virulence potentiellement pertinentspour la pathogénicité

gastro-intestinale.

/o)
—
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Chapitre 2 Proteus sp

Proteus spp ont été isolées de différents environnements humains et non humains et leur

présence dans les organismes supérieurs, le sol et I'eau est bien documentée (Drzwiecka,2016).
Cependant, leurs caractéristiques spécifiques et les rbles joués dans leurs habitats
naturels n'ont pas été résumés jusqu'a présent (Hamilton et al ,2018).

2 Classification
Selon la classification hiérarchique de bergey’s manual ,1998. Proteus appartient a la

La famille des Enterobacteriaceae .

Genre : Proteus

Espéce : P.mirabilis , .P. vulgaris ,P. penneri , P. hauseri , P.myxofaciens

3 Habitat et écologie

Les microorganismes du genre Proteus sont largement répandus dans 1’environnement
naturel, cela incluant les eaux souillées, les sols, et le fumier. Du fait de leur activité
protéolytique, leur habilité a hydrolyser 1’urée en ammoniaque et en dioxyde de carbone, ainsi
que la désamination oxydative des acides aminés, ces bactéries sont impliquées dans la
décomposition des matieres organiques d’origine animales (Leulmi,2015).

De plus, ces bactéries sont également des commensaux du tractus digestif chez I’THomme
et I’animal (souris, rats , chiens, chats, bovins , porcins, oiseaux, reptiles...). On remarque
toutefois que P. mirabilis est plus fréguemment isolé chez les canidés, les bovins et les oiseaux,
alors que P. vulgaris est plus souvent retrouvé chez les porcins et les vertébrés a sang froid.

P. myxofaciens n’a été isolé que des adultes et des larves du papillon zigzag
(Porthétricadispar). (Schultz, 2018)

4 Caractéres bactériologiques
4.1 Caractéres morphologiques
Ce sont des bacilles a Gram négatif ; tres polymorphe. Dans les cultures jeunes, il existe des

formes longues et filamenteuses qui peuvent disparaitre pour donner des petits bacilles droits
de0,3a3 um.

/o)
—
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Chapitre 2 Proteus sp

Elles possédent des ciliatures trés abondantes et longues (bactérie envahissante, sous
forme nageuse) ou (sous forme rampant par essaimage ouswarming)( Bourquia et al.,1992)
Guessoum et Yakhlef,2017).

4.2 Caractéres culturaux

Sur les géloses nutritives ou sur géloses au sang incubées a 37°C, P. mirabilis,P.vulgaris
et parfois P. penneri peuvent envahir la surface des milieux en formant soit des halos de culture
en ondes concentriques, lorsque 1’envahissement est moins important, en donnant des images en
hérisson ou en fil barbelé (Schultz, 2018).

Sur les milieux d’isolement classiquement utilisés pour les entérobactéries, les colonies
sont proches de celles du genre Salmonella. Ces milieux contiennent des substances destinées a
inhiber 1I’envahissement par les Proteus sp. qui empécherait I’isolement des autres bactéries. Sur
gélose Salmonella-Shigella, les colonies de P. mirabilis, de P. penneri et de P. vulgaris sont
incolores avec ou sans centre noir. Les colonies dépourvues de centre noir sont fréquentes avec

P. penneri.

Sur gélose désoxycholate-citrate-lactose, P. mirabilis et P.vulgaris donnent des colonies
incolores au centre noir alors que les colonies de P. penneri sont souvent dépourvues de centre
noir. Sur gélose Hektoen, les colonies ont une coloration saumon et un centre noir ou elles sont

bleues avec ou sans centre noir.

Sur gélose de Drigalskiaux sels biliaires, les coloniessont bleutées, peu irisées et plates. (Schultz,
2018) En milieu liquide (bouillon nutritif, bouillontrypto-caséine soja, eau péptoné) croissance

14
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se traduit par un trouble abondant avec parfois un voile en surface et un dépét qui dégage une

odeur fétide particuliére (Guessoum, yakhlef,2017).

Dans les milieux d’enrichissement utilisés pour les salmonelles (milieu au sélénite de
Leifson ou milieu tétrathionate de Muller-Kauffmann) et incubés a 37°C, les Proteus sp ont une
croissance comparable a celle des Salmonella sp. Par contre, lorsque ces milieux sont incubés a
42 ou 43°C, leur croissance est inférieure a celle des salmonelles (Schultz, 2018).

:v‘l"\. -

Figure 4: Aspect microscopique et culturaux du genre Proteus sur gélose nutritif.
(printrest,2022)

4.3  Caracteres biochimiques

Les caractéres biochimiques d’identification les plus couramment rencontrés sont
présentés dans le Tableau 3 et permettent de différencier chaque espece de Proteus. (Schultz,
2018)

Tableau 3: Les principaux caracteres métaboliques des différentes espéces du genre

Test/propriétés P.mirabilis |P.vulgaris |P.penneri  |P.hauseri |P .myxofaciens
Production - + - + -

d’ indole

Ornithine + - - - -

décarboxylase

Fermentation du |- + + + +
Maltose

Fermentation de |- + - . ,
la salicine

Fermentation du D- + + + + "
Xylose

Hydrolyse de |- + - . .
1’ésculine
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Sensibilité au S \Y R S S
chloramphenicol

+ ! positive - : négative S : sensible R : résistante V : variable

4.4  Caractéres antigéniques

Les bactéries du genre Proteus peuvent également étre différenciées sur la base de leur
variabilité de I'antigéne O, bien que le sérotypage ne soit pas inclus dans le diagnostic de routine

de ces batonnets.

Jusqu'a présent, 80 sérogroupes O-antigéniques ont été établis dans le genre, certains
d'entre eux étant divisés en sous-groupes , et de nombreux nouveaux sérotypes Osont encore en

cours de découverte .

La structure chimique de la partie sucre du lipopolysaccharide peut jouer un role
important dans I'adaptation de Proteus sp. aux conditions environnementales et augmentant leur
pathogénicité, car certains sérotypes O sont plus répandus et plus fréqguemment isolés de sources

cliniques que les autres (Drzewiecka,2016).

5 Pouvoir pathogéne

= Chez ’homme :

Les Proteus sont des pathogenes opportunistes, provoquant différents types d'infections
en particulier chez I'hdte immunodéprimés :10 % a 20% des infections nosocomiales sont en effet
due a ces germes . Prés de 70% a 90% des souches isoléesappartiennent a I'espéce P. mirabilis
(Patrick,1994)

Compris les infections de plaies, la méningite du nouveau-né ou des nourrissons, la
polyarthrite rhumatoide (PR) et la gastro-entérite, cependant, ces bactéries sont rarement associes
au infections d'origine alimentaire. Ils peuvent également coloniser le tractus urinaire, dans
certaines circonstances, ou il est considéré comme un pathogéne opportuniste et I'une des
principales causes des infections des voies urinaires (UTI) chez les patients hospitalises avec

sondes urinaires ou a des anomalies structurelles et / ou

fonctionnelles au niveau des voies urinaires, comme apres une intervention chirurgicale dans

le systéme génito-urinaire.

/o)
—
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P. mirabilis provoque une infection urinaire avec la fréquence la plus élevée parmi
toutes les espéces de Proteus. Il est impliqué dans les infections compliquées et les
infections chez les patients cathétérisés pendant une longue durée.

Les Proteus sont souvent associés aux infections nosocomiales et peuvent causer deux
types d'infections urinaires ; les infections hématogenes et les infections ascendantes, cependant

ces dernieres sont les plus causées par ces micro-organismes (Leulmi,2015).
* Chez I’animal :

Les Proteus sp. sont responsables d’infections urinaires (chevaux, porcs, carnivores),
d’endométrites (chevaux et bovins), de mammites (vaches), de diarrhées(veaux, porcs),
d’arthrites (veaux), de surinfections des plaies, ou encore d’otites externes(notamment chez les
carnivores ou ils sont souvent isolés en association avec Pseudomonas aeruginosa ou avec des

staphylocoques a coagulase positive (Schultz,2018).

Les Proteus ont également été isolés a partir de produits alimentaires tel que les saucisses
fabriqués et emballées sous vide , les poissons d'eau douce et d'eau salée, dont la

consommation de poisson contaminé conduit a la maladie connue sous le nom scombroidose .

Récemment les souches de P. mirabilis ont été retrouvées accumulées dans les huftres
recueillies de la zone cétiére du Venezuela . La présence de ces bactéries peut étre attribuée a

une contamination fécale de cette zone, en particulier durant les périodes pluvieuses.

En plus Proteus sp. a éte identifié dans les échantillons de lait cru acheté illégalement dans
deux grandes villes du Ghana indiquant la contamination fécale du lait due a unemauvaise

hygiéne .

D’autres études recemment ont montré que les souches de P. vulgaris présente & la surface
des fromages frangais mars avaient la plus grande capacité a produire des quantités élevées et de
grandes variétés de composeés volatils, qui jouent un rdle majeur dans la formation de I'aréme du

fromage (Leulmi,2015).

5.1 Types d’infections causees par Proteus

5.1.1 Les infections urinaires

= Définition :

17
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Le terme infection urinaire regroupe I’ensemble des infections du tractus urinaire, qui
englobe les infections des différents constituants de 1’appareil urinaire ou de certaines
annexes. Elle se manifeste le plus souvent par des douleurs ou une sensation de brulures
lors de la miction , parfois par des douleurs abdominales et de la fiévres
(Guessoum,Yakhlef,2017).

Les especes du genre Proteus (P. mirabilis a 90%) sont souvent responsables d’infections
symptomatiques des voies urinaires hautes et peuvent générer des urolithiases (formation de

cailloux dans les reins ou la vessie) . Quel que soit le germe en cause de I'infection

des voies urinaires, entraine souvent des signes de cystites (pollakiurie, dysurie) et
despyelonéphrites aigués ( Schultz, 2018 , Patrick,1994).

En effet, apres fixation aux parois et colonisation des voies urinaires, les bactéries liberent
de I’uréase dont la catalyse de I’urée va entrainer une diminution du pH des urines ce qui favorise

la formation de calculs rénaux et vésicaux.

De plus, ces infections peuvent aussi genérer des bactériuries asymptomatiques,

particulierement chez les personnes ageées et les patients diabétiques de type 2 et chez les femmes.

De par leur présence naturelle dans le tube digestif, il est admis que la majorité des
infections urinaires par Proteus résultent de 1’ascension des bactéries depuis le tractus gastro-
intestinal. Cette hypothese est supportée par le fait que chez de nombreux patients souffrant
d’infections urinaires, la souche de Proteus mise en cause est également retrouvée dans des

échantillons de la selle du malade (Schultz, 2018).
. Les bactéries uréolytiques

On peut penser que ces bactéries exercent leurs effets uréolytiques a des niveaux différents
du tube digestif .Ces derniéres sont présentes dans le sol et, aussi dans les urines et les déjections

humaines et animales.( (Moreau, et al, 1973 ,Chenost et al,2011)

On distingue des bactéries par leur forme (notamment les coques et les bacilles), d’autres
part la coloration de Gram et leur caractéristiques biochimiques, fermentation du lactose ex : les

entérobactéries (Guessoum, Yakhlef, 2017)

La plupart du temps, il s’agit de la bactérie E. coli. C’est la raison pour laquelle le médecin
demande un ECBU (Examen CytoBactériologique des Urines) lorsque ces symptomes sont

rencontrés. (Fornero,2022)

/o)
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Parmi elles , on reconnait les genres suivantes : Klebsiella, Proteus, Salmonella,

Citrobacter, Enterobacter et I’espéce E. coli.

Les « bacilles @ Gram négatif non fermentant » les plus fréquents sont Pseudomonas,
Acinetobacter et le Chryseomonas.

Les coques a Gram positif notamment les familles des staphylocoques et streptocoques

comme streptocoque pneumoniae sont responsables de pneumonie.

Les coques a Gram négatif comme Neisseria gonorrhea ou gonocoque responsable de
la gonorrhée (maladie sexuellement transmissible) (Guessoum,Yakhlef,2017).

5.1.2 Les infections cutanées

Surtout observées en milieu hospitalier, il s'agit de surinfections en général causées par

Proteus mirabilis siégeant sur des plaies chirurgicales , des brilures localisées ou étendues , des

ulcéres variqueux , des escarres de décubitus (Patrick,1994).

5.1.3 Les infections des voies respiratoires

Les infections de la sphere oto-rhino-laryngologique (ORL) font suite le plus souvent a un

processus infectieux chronique de surinfection secondairement par des Proteus . Il s'agit

d'otites chroniques suppurées, d'otomastoidites ou de sinusites qui ont été drainées de

multiples fois et traités par diverses antibiotiques (Patrick,1994).

5.1.4 Les infections broncho-pulmonaires a Proteus

Sont habituellement la conséquence d'une surinfection secondaire a une pneumopathie
grave. L'implantation de bactéries sélectionnées chez le malade par une antibiotique préalable est
favorisée par les troubles de la ventilation (atélectasie , anesthésie , décubitus , insuffisance
respiratoire ou cardiaques...) et par la diminution des défenses immunitaires ( traitement immuno-

suppresseur...) (Patrick, 1994).
5.2 Les facteurs de virulence
52.1 Uréase
P. mirabilis présente une activité d’uréase . L'enzyme de l'uréase est composée de trimeres

en UreA, UreB, UreC et un co-enzyme de nickel . Lors d'un contact avec I'urée, l'uréase provoque

la décomposition de ce dernier en ammoniac et en dioxyde de carbone.

/o)
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L'ammoniac augmente le pH et provoque la précipitation des minéraux, ce qui peut
conduire a des calculs de la vessie et du rein, ainsi que la formation de biofilms cristallins

le long d'un cathéter .

P. mirabilis est particulierement aptes a former ces biofilms en raison de leur capsule,
qui non seulement aide a l'adhérence des cellules, mais aussi dans la formation de structures

en cristal.
Ces cristaux ont un effet sur la virulence de P. mirabilis de multiples fagons.

Tout d'abord, l'augmentation de I'ammoniac peut provoquer la lyse des cellules hétes

ce qui conduit en une augmentation de nutriments pour les bactéries

Deuxiemement, les cristaux vont créer un refuge pour les bactéries de se cacher et

d'échapper non seulement des cellules immunitaires, mais également des antibiotiques.

Au cours d'une infection I’activité de I'uréase est tres importante .Des études ont montré
que lorsque les genes de structure de I'enzyme ont mutés , il y’a un grand désavantage

concurrentiel quand on introduit des mutations dans I'un des genes de l'uréase,

P. mirabilis ne parvient pas a coloniser la vessie ou les reins tel que la bactérie sauvage .
(Leulmi, 2015)

L’uréase exerce cette fonction catalytique selon 1’équation suivante:

H,N-CO-NH» + H-0 =) NHs+ CO;

5.2.2 IgA protéase

Une souche de Proteus mirabilis associée a une infection chronique des voies urinaires
s'est avérée produire une protéase IgA sensible a I'EDTA qui a clivé la chaine lourde d'IgA en
deux fragments a des sites différents de ceux attaqués par d'autres protéases microbiennes IgA1.

Cette enzyme peut étre un determinant de la virulence de P. mirabilis (Sénior,1987).
5.2.3 Heémolysine
La synthése d'hémolysines cytotoxiques est courante chez les bactéries a Gram négatif et a

Gram positif Le répertoire complet des facteurs pathogénes de Proteus est complété par
différentes sortes d'hémolysines (HpmA et HIyA) (Rosalski,et al ,1997).

/o)
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La fonction de I’hémolysine est de former des pores dans les cellules hotes cibles, ce
qui permet au P. mirabilis de se propager dans les reins lors de I'infection . Ceci est probablement
meédiée par la capacité accrue des cellules hémolytiques de P. mirabilis a envahir les tissus de
I'néte (Leulmi,2015).

5.2.4  Agglutinine toxique de Proteus

Une toxine récemment découverte, la Pta, produite par P. Mirabilis est a la fois

cytotoxiques et possédant la capacité d'agglutination .

La Pta est une protéine calcium dépendante qui reste a la surface de la cellule. L'activité
cytotoxique est liée au Pta quand elle est associée a une cellule ou dans une forme purifiée
(Leulmi,2015)

En plus de l'internalisation, P. mirabilis est capable de lyser les cellules épithéliales de la
vessie en utilisant une combinaison de I' agglutinine toxique Proteus (Pta) et de I'hémolysine
(Armbruster et al., 2017)

5.25 Flagelles et essaimage

En général, la présence de Flagelles a la surface des bactéries pathogénes et opportunistes
a été pensée pour faciliter la colonisation et la dissémination a partir du site initial.Les bacilles
Proteus subissent une morphogeneése en cellules essaimeuses et essaiment a la surface du milieu
solide. Ce type de croissance des batonnets de Proteus sur un milieu nutritif solidifié est appelé
phénomeéne d'essaimage (Rosalski,.et al ,1997).

5.2.5.1 Phénomenes d’essaimage ( Swarming)

On parle alors d’un phénomene d’ « essaimage » ou« swarming » (en anglais).
Ensemencées au centre d’une boite de milieu gélosé, les bactéries se multiplient pour donner une
colonie. Quand le milieu s’épuise, on voit apparaitre des bactéries de formes longues, fortement
mobiles, aptes a se déplacer a la surface du milieu afin de coloniser un endroit de la gélose riche
en nutriments. Elles donnent alors naissance a des bactéries de formes courtes et faiblement
mobiles mais I’appauvrissement progressif du milieu provoquera a nouveau I’apparition de
bactéries de formes longues qui repartiront vers des zones de milieu neuf. Ces cycles périodiques
de migration, dus a la transcription d’une série de génes (40 a 60 génes seraient impliqués) se
traduisent par la formation caractéristique de halos de culture concentriques (Figure 5) (Schultz,
2018).
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Figure 5: Phénoméne d’essaimage. (Sagar,2021)

Le « swarming » requiert une réelle transformation des bactéries. Les cellules peuvent
s’allonger jusqu’a 80 um, elles deviennent polyploides (par exemple, les formes de 40 um de
longueur contiennent environ 20 chromosomes), leur membrane externe devient plus fluide,le
lipopolysaccharide (LPS) posséde des chaines latérales plus longues, la synthése d’uréase, de
protéase et d’hémolysine extracellulaire augmente et elles sont pourvues d’une abondante
ciliature (de plusieurs centaines a plusieurs milliers de flagelles) . Le « swarming » est également
un phénomene collectif et coordonné car une cellule isolée est incapabled’essaimer a la surface
d’une gélose. L’induction du « swarming » est déclenchée par des facteurs inhibant la rotation
des flagelles (telle que 1’augmentation de la viscosité du milieu) et par la présence de signaux
extracellulaires. De ce point de vue, la glutamine semble jouer un réle important. En effet, dans
un milieu minimum, la glutamine est le seul acide aminé capable d’initier la transformation des
bactéries en formes longues pourvues d’une forte ciliature. Des mutants incapables de coder pour
le systéme de transport de la glutamine ont un comportement analogue aux souches sauvages ce
qui montre bien que I’induction par la glutamine est indépendante du systeme de transport de cet
acide aminé (Schultz, 2018).

Ainsi, il semble que les flagelles se comportent comme des structures capables d’analyser

les conditions du milieu ambiant et de transmettre des signaux a la bactérie.
Les capacités a générer le « swarming » sont variables selon les espéces et les souches.
Le « swarming » est peu prononcé chez P. penneri et il peut ne pas exister avec certaines

souches de P. mirabilis et P. vulgaris qui forment alors soit un voile continu car I’envahissement

de la gélose ne présente aucune périodicité, soit des colonies parfaitement isolées

(absence totale d’envahissement). Au final, cette capacité a ramper sur les surfaces est donc

un avantage non négligeable (Schultz, 2018).
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5.2.6 Les fimbriae

Sont des appendices de surface bactérienne utilisés pour I'adhésion. Différents types de
Fimbriae pour la pathogenése des batonnets de Proteus ont été documentés dans des études in
vivo .Le séquencage récent du génome de P. mirabilis a révélé qu’ilya 17 opérons fimbriaux

différents.

Les types les plus importants de fimbriae semblent étre le PMF et le MR/P impliqués dans
lavirulence, qui se lient respectivement aux récepteurs de la vessie et de I'épithélium rénal.
(Rosalski et al .,1997).

6 Réponse immunitaire

L'immunité contre les Proteus est essentiellement humorale, basée sur la production
d'anticorps opsonisants et éventuellement bactéricides en présence de complément , Les
anticorps apparaissent quelques jours apres le début clinique de I'infection et peuvent étre mis
en évidence dans le sérum (1gG ,IgA) , et dans l'urine seulement en cas d'infection des urinaires

hautes (pyélonéphrite).

Il s'agit alors d’IgA speécifique facilement mise en évidence sur les bactéries émises dans

les urines fraiches par immunofluorescence (test des anticorps fixes sur les bactéries ) .

L'immunité contre Proteus serait spécifique du stéréotype infections. De trés nombreux
antigenes O et H ont été définis pour chacune des espéces. Par exemple dans le groupe P.
mirabilis et P. vulgaris ,on a dénombré non moins de 49 spécificité O et 19 spécificité H.
Certains stéréotypes sont retrouvés avec prédilection lors d'épidémies d'infections
nosocomiales, sans que l'on puissent attribuer un réle particulier aux lipopolysaccharides

(antigéne O) dans la virulence de ces souches (Patrick,1994).

/o)
—

23



Chapitre 3

L’antibiorésistance




Chapitre 3 ’antibiorésistance

1 Historique

Les produits naturels ont été une riche source de pistes pour le développement de
médicaments pour le traitement des infections bactériennes. Cependant, au-dela de la
découverte du produit naturel, la thienamycine et du plomb synthétique, I'oxazolidinone dans
les années 1970, il y a eu une pénurie de nouveaux composés. Ce commentaire donne un apergu
des pistes actuelles d'antibiotiques et de leur mécanisme d'action, et met en évidence les outils

qui peuvent étre appliqueés a la découverte de nouveaux antibiotiques. (Singh, et al,2006)

2 Découverte

La découverte des antibiotiques a été une découverte médicale majeure qui a permis
desauver des millions de vie en traitant des infections jusqu’a la incurables : tuberculose,

pneumonie, septicémie... ( figaro,2022).

ils 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.

Il faut ensuite attendre 1932 pour voir apparaitre sur le marché le premier antibiotique
de I’histoire commercialisé par les laboratoires Bayer, ; le Prontosilun sulfamide utilisé
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.

Ses bénéfices sont menacés par le développement de résistances aux antibiotiques,
quelques années plus tard en 1942, la premiére 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 génetique de I’antibiorésistance en montrant que

le gene responsable est porté par un plasmide bactérien..(Veyssiere,2019)

La chronologie de la découverte des principales classes d'antibiotiques est représentée

sur la figure 6.
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Polymyxins  Vancomycin Tigecycline
Cephalothin,
Penicillin, Nalldixic acid,
Streptomyeln | Erythromyein | Gentamicin Imipenam Daptomydh
Ceftriaxqne,
Sulfa drugs Teacycie  Methicilln Clindamycin ~ Ciprofloacin Linezolid Ceflaroline

Penicillin-R Methicllin-R  [NalidixicacidR | Extended-specirum ImipenemdR

Staphyloceeeus Staphylococeus  |Escherichiacol Plactamases Enterobaclerijceae

aureus
Pan-drug-R
Enterobacteriaceae

Penicillin-R AmpC Vancomycin-R Vancomycin-R

Pneumococcus  cephalosporinases  Enferococcus  Staphylococeus
aureus

Figure 6 :La Chronologie de découverte des principales classes d’antibiotiques
(Fanny,2015)

3 Définition des antibiotiques

Le terme antibiose a été créé en 1889 par Vuillemin pour désigner les phénoménes
d’antagonisme entre les organismes vivants car I’antibiose est un cas particulier
d’antagonisme, c’est un effet produit par voie chimique par 1’intermédiaire de substances

antibiotiques.

D’autre part un antibiotique est défini comme étant une substance biochimique qui peutétre
naturellement produite par des micro-organismes, ou étre synthétisée, semi synthétisée
artificiellement et qu’a la capacité d’inhiber la multiplication des bactéries (effet
bactériostatique) ou de les détruire (effet bactériolytique). (CNRTL,2012 , Schultz, 2018)
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4 Criteres de classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques peut se faire selon :

» Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthese (synthétique ou semi
synthétique)

* Mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines, synthese des acides

nucléiques

e Spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre étroit
ou large)

» Nature chimique : tres variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle
B lactame) sur laquelle il y a hémi synthése , La classification selon la nature chimique nous
permet de classer les antibiotiques en familles (B lactamines, aminosides,

tétracyclines...).(Microbiologie-clinique, 2022)
5 Les familles d’antibiotiques et leurs modes d’action

Il existe plusieurs familles d’antibiotiques. Les principales sont les béta-lactamines

(pénicillines et céphalosporines), les macrolides, les aminosides, les cyclines et les quinolones.
Ces grandes familles d’antibiotiques se différentient par :

* Leur spectre d’activité, c’est-a-dire I’ensemble des germes sensibles a chaque famille

d’antibiotiques.

» Leurs indications, directement liées au spectre d’activité et a la diffusion de I’antibiotique
dans les différents organes : par exemple, certains antibiotiques se concentrent dans les urines

et sont particulierement intéressants en cas d’infection urinaire.

* Leur voie d’utilisation : les antibiotiques peuvent étre pris par voie orale, a I’exception des
aminosides qui sont détruits dans ’intestin. Il existe également des collyres, des solutions
auriculaires ou nasales et des pommades contenant des antibiotiques. Ces formes locales sont

parfois suffisantes pour combattre des certaines infections.

* Leur mode d’emploi et leur fréquence d’utilisation il existe pour certaines infections des

traitements monodoses par exemple.

« leurs contre-indications Leurs effets indésirables : réaction allergique, diarrhée,

photosensibilisation, tendinite, toxicité rénale sont des effets indésirables qui caractérisent
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certaines familles d’antibiotiques. L’apparition d’un effet indésirable grave limite 1’utilisation

ultérieure des médicaments appartenant a la méme famille. (Vidal, 2020)

5.1 Lesantibiotiques ciblant la paroi bactérienne

Le peptidoglycane (PG) est un biopolymere complexe constitué de chaines polysaccharidiques

reliées entre

elles par des

segments

de cette paroi est dommageable, voire fatal pour la bactérie.

peptidiques. Tout défaut dans 1’assemblage

Ainsi, la majorité des antibiotiques utilisés chez I’Homme ciblent spécifiquement les

enzymes de biosynthése du PG afin de bloquer la croissance bactérienne (Rousseau,2016)

Tableau 4: Classification des antibiotiques qui ciblent la paroi bactérienne.

Mode d’action Famille Sous- famille Exemple Spectre d’action
Inhibiteurs de Pénicilline G Germes a
'I[?anspeptidase o Pénicilline M Oxacilline Gram positif
Pénicillines Pénicilline A Amoxicilline | Germes a Gram
Carboxypenicillines Ticarcilline positifeta
Uréidopénicilline Gramnegatif
Amidopénicillines
Carbapénénes Imipénéme
Premiére génération Cefalexine Germes
cephalosporines | peyxisme génération Cefuroxime a Gram positif
Troisieme génération Ceftazidine et,a Gfam
négatif
Inhibiteurs de la Glycopeptides Vancomycine | Germes a
polymérisation du Gram positif

peptidoglycane

Inhibiteurs de la
formation d’acide N-
acétyle muramique

Fosfomycine

Fosfomycine

Germes a Gram
positif et a
Gramnégatif

5.2  Les antibiotiques ciblant la membrane plasmique

La membrane plasmique, barriére qui isole le microorganisme du milieu extérieur tout en

permettant des échanges par transport passif ou actif.

L’énergie nécessaire au transport actif peut provenir de I’hydrolyse de I’ATP ou d’un gradient

de protons.
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La membrane plasmique est également le siége de la respiration et de la phosphorylation
oxydative. De plus, les ribosomes sont situés a la partie interne de cette membrane.Un
certain nombre d’antibiotiques modifient la membrane déja constituée, d’autres perturbentsa

synthése (Elaissaoui., et al, 2017)
On peut les diviser en deux sous familles:

e Les polypeptides tensio-actifs
e Les polypeptides non tensio-actifs (leulmi,2015)

5.3 Lesantibiotiques qui ciblent les ribosomes

Le ribosome est une particule ribonucléo protéique, complexe jouant le réle d'« unité centrale
» de la synthése protéique et relativement conservé au cours de I'évolution. Chez E. Coli,
modele le mieux connu, la particule ribosomale de 70S est composeée de deux sous-unitésde 30S
et de 50S.

Un antibiotique peut inhiber la synthése des protéines, c’est-a-dire qu’il vise directement]’ ARN

des ribosomes bactériens, étant a I’origine de la synthése des protéines. (Elaissaoui et al , 2017)

Les familles des antibiotiques concernées ainsi que leur mode d’actions sont présentées sur le
Tableau 5.

Tableau 5: Classification des antibiotiques qui ont pour cible les ribosomes .
(Leulmi,2015)

Mode d’action Famille Sous-famille | Exemple Spectre d’activité
Inducteur d’erreur de | Aminosides Netilmicine | Germes a Gram
decodage positif (  sauf

Streptocoques) et
germes a Gram

négatif
Inhibition Macrolides , | Macrolides | Erythromycine| Germes a Gram
Lincosamides positif et a Gram
del’¢longation par le | Synergistines négatif sauf
site P Linosamides | Lincomycine Enterobacter
etPseudomonas

Synergistine | Dalfapristine
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Inhibition Phénicoles chloramphénic| Germesa Gram
De ol positif eth Gram
Pactivité de | négatif
apéptidyl transférase
Inhibition ~ de  la| Cyclines tétracycline
fixation de I’ARN de
transfert

54 Les antibiotiques qui ciblent PARN

Pour ce mode d’action, on dénombre la famille des rifamycines, la rifampicine etla
rifabutine sont des molécules hémi synthétisées a partir de la rifamycine B, En se lianta
I’ARN polymérase, ces antibiotiques bloguent la formation de la chaine d’ARN messager et

par conséquent on assiste a un arrét de la synthése protéique (Leulmi,2015)
55 Les antibiotiques qui ciblent PADN

Les antibiotiques peuvent également inhiber la réplication de I’ADN. Lors de celle-ci,
I’ADN gyrase crée des coupures dans le double brin d’ADN. Ces coupures normalement
transitoires, sont suivies d’un recollage des deux brins par la gyrase. L’activité des quinolones
(ofloxacine) est expliquée par la formation d’un complexe ternaire irréversible quinolone-

ADN-gyrase. Le

fonctionnement de I’enzyme est altéré et la coupure de I’ADN n’est pas réparée

aboutissant a la mort cellulaire.(Cardot martin,2019)

Région de liason hydrogéne avec I'ADN

IQEEE)L"H

&

Figure 7: Région fonctionnelles des quinolones ; (Aboya moroh,2013)

6 La résistance aux antibiotiques de Proteus sp.

Apres une période de forte efficacité contre les maladies infectieuses, les antibiotiques se
présentent de moins en moins efficaces face a certaines infections bactériennes. Dés 1940, juste
apres la découverte de la pénicilline, Abraham et Chain avaient mis en évidence 1’existence de

résistance aux antibiotiques pour la premiére fois . (Leulmi,2015)
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6.1 Définition de la résistance d'antibiotiques

Les bactéries résistantes provoquent chez I’homme ou I’animal des infections plus

difficiles a traiter que celles dues a des bactéries non résistantes (aussi dites bactéries « sensibles

»).Le choix de I’antibiotique qui peut étre prescrit est en effet alors plus limité.

Des bactéries peuvent étre résistantes a un ou a plusieurs antibiotiques on parle alors de
bactéries multirésistantes ou BMR.

Dans des cas extrémes, heureusement encore tres rares, une bactérie peut étre résistantea
tous les antibiotiques utilisables chez I'nomme. Elle est dite alors pan-résistante peut entrainer

une impasse thérapeutique avec plus aucun traitement possible.

La résistance aux antibiotiques ou antibiorésistance est définie par I’inefficacité du

traitement antibiotique sur I’infection bactérienne ciblée.

Les antibiotiques sont des médicaments qui servent a soigner les infections dues a des
bactéries. Les bactéries peuvent devenir insensibles & ces drogues : on parle alors de résistance
aux antibiotiques et de bactéries résistantes. (Institut pasteur,2021)

6.2 Les types de la résistance d'antibiotiques

Il existe deux types de résistances des bactéries pour les antibiotiques : les

résistancesnaturelles et les résistances acquises.

6.2.1 Larésistance naturelle

Certaines bactéries sont naturellement résistantes a des antibiotiques, leur patrimoine
génétique les rend insensibles a certaines familles d’antibiotiques et elles transmettent ces
résistances a leur descendance. On parle de résistance “naturelle” , c’est-a-dire de maniére
innée. On sait par exemple, que le germe Pseudomonas aeruginosa n’est jamais sensible a
I’ampicilline ,c¢’est-a-dire de maniére innée. Cette résistance naturelle (ou intrinseque) concerne
toutes les souches d’une méme espéce bactérienne et détermine le phénotype sauvage de
résistance. Elle est alors portée par le chromosome et se transmet verticalement lors de la
division cellulaire.(Cardot Martin,2019 , Sanofi,2021)
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6.2.2 La résistance acquise

Par ailleurs, quand les bactéries sont soumises a des traitements antibiotiques, elles
finissent par développer des résistances contre des antibiotiques auxquelles elles étaient

auparavant sensibles : on parle de “résistances acquises”. (figaro,2022)

Ces résistances sont dues, soit a la mutation du patrimoine génétique de la bactérie, soita
I’acquisition par la bactérie, d’un “plasmide”, matériel porteur de génes de résistanceprovenant

d’une autre bactérie.

Ce dernier mode de résistance acquise est le plus fréquent, il représente plus de 80% des
résistances acquises. Elle est alors retrouvée dans une proportion plus ou moins importante des
souches d’une espece et est variable dans le temps. Dans ce cas, la transmissionest verticale ou

horizontale (entre bactéries via des éléments génétiques mobiles).(Cardot Martin,2019)
6.3 Mécanisme de résistance

Il existe quatre principaux mecanismes de résistance . imperméabilité bactérienne,

modification de la cible, inactivation de I’antibiotique, efflux actif (figure8).

Cibles des Mécanismes de
antibiotiques résistance

Antibiotique

e

Efflux actif

Paroi
Membrane

cytoplasmique
ADN bactérien

Modification de
la cible
Inactivation
enzymatique

1 N i

: ﬁ_ Imperméabilité
1

1

I

Ribosome

Figure 8: Cible bactériennes et mécanisme de résistance aux antibiotiques (Cardot
Martin, 2019)

e [’imperméabilité bactérienne est impliquée dans la résistance naturelle des bacilles a
Gram négatif aux glycopeptides (vancomycine), molécules de grande taille ne pouvantpas
entrer dans les porines de la membrane externe de ces bactéries. L’imperméabilité est également

impliquée dans la résistance acquise des bacteries, par exemple celle de Pseudomonas
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aeruginosa a I’imipénéme par perte de la porine D2 de la membrane externe, voie d’entrée de

I’antibiotique.

¢ Une modification de la cible de I’antibiotique entraine une perte d’activité de celui-ci.
Un exemple incontournable est la résistance acquise de Staphylococcus aureus, pathogene
humain tres repandu, a la méticilline. La bactérie possede une nouvelle PLP,la PLP2A ayant trés
peu d’affinité pour les B-lactamines. La PLP2A est codée par le gene MecA, inclus dans un
élément génétique mobile intégré dans le chromosome et appelé en anglais staphylococcal

cassette chromosome mec ou SCCmec.(Cardot Martin,2019)

eUn troisieme mécanisme d’action trés répandu est I’inactivation enzymatique de
I’antibiotique. Par exemple, la bactérie peut acquérir des genes de résistance codant desenzymes
nommeées P-lactamases et capables d’hydrolyser le noyau B-lactame des - lactamines, les
transformant en produits inactifs. Chez les bacilles a Gram négatif, il existe une grande diversité
des B-lactamases impliquées dans des résistances naturelles(TEM, SHV) et acquises (CTX-M,
TEM, SHV, KPC, OXA, NDM) aux antibiotiques. Quelques années apres 1’utilisation d’une
nouvelle B-lactamine en thérapeutique (amoxicilline, céphalosporines, carbapénemes), on voit
toujours apparaitre la résistancea ces antibiotiques par production de (-lactamases. (Cardot
Martin,2019)

Des systémes de pompes a efflux permettent €¢galement d’¢liminer I’antibiotique en

dehors de la bactérie.

Ce mécanisme de résistance des bactéries a Gram négatif qui sont pratiquement
imperméables pour une grande variété de composés possedent différents canaux protéiques
impliqués dans leur transport. Parallélement aux porines qui permettent auxnutriments de
pénétrer dans la cellule, les bactéries utilisent des pompes a efflux qui contribuent a diminuer
la concentration intracellulaire de composés toxiques comme les médicaments, les détergents et

sont donc impliqueés dans le contrdle de la sensibilité auxantibiotiques.(Leulmi,2015)

6.4 Sensibilité aux antibiotiques des souches

Les espéces du genre Proteus sont généralement sensibles aux céphalosporines, aux
aminoglycosides et a I'imipénem a large spectre P. mirabilis est aussi sensible a I'association

triméthoprime-sulfaméthoxazole, a I'ampicilline, a I'amoxicilline et a la pipéracilline. P.
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vulgaris et P. penneri sont quant a elles sensibles a la céfoxitine, au céfépime et a I'aztréonam.
Maintenant pour la résistance des especes du genre Proteus : P. mirabilis est résistante a la
nitrofurantoine, et elle peut aussi développer une résistance a la ciprofloxacine lorsque cet
antibiotique n'est pas soumis a des restrictions d'utilisation. P. vulgaris et P. penneri sont
résistantes a la pipéracilline, a I'amoxicilline, a I'ampicilline, a la céfopérazone, au céfuroxime
et a la céfazoline. P. penneri présente une plus grande résistance a la pénicilline que P. vulgaris.
Une résistance aux B-lactamases émerge actuellement chez les bactéries du genre Proteus on a
aussi observé une résistance aux carbapénémes en Inde, ou certains isolats étaient pan-résistants

(Gouvernement du Canada, 2011)

7 Comment une bactérie devient résistante aux antibiotiques

Certaines bactéries sont naturellement résistantes a des antibiotiques, d'autres peuvent
devenir résistantes a la suite de la mutation de certains de leurs genes. (Green facts ,2014)

Les bactéries ont en effet la capacité a s'échanger des genes. Ces échanges sont
particulierement problématiques dans le cas de génes rendant la bactérie qui I’héberge résistante
aux antibiotiques. En effet si I'acquisition de la résistance par mutation est un phénomeéne rare,
de l'ordre d'une bactérie sur cent millions, les génes de résistance peuvent s'échanger entre

bactérie a trés haute fréquence, jusqu'a une bactérie sur 100. ( Institue pasteur, 2022)

8 Comment lutter contre la résistance aux antibiotiques

La question est brilante et le danger bien réel, selon I'OMS : «Cette grave menace n'est
plus une prévision, mais bien une réalité dans chaque région du monde, et tout un chacun, quels

que soient son age et son pays, peut étre touché.»

Que faire, collectivement et individuellement, pour ecarter la menace d'infections que I'on

ne saurait plus traiter ? (Le figaro, 2022).

Des chercheurs travaillent pour développer de nouveaux vaccins contre des maladies
bactériennes. Ces vaccins pourraient permettre de réduire 1’utilisation des antibiotiques et donc

le développement de bacteéries résistantes. (Vidal,2019)

Par ailleurs, certains spécialistes s’intéressent de pres a la phagothérapie. Les bactéries
peuvent elles aussi étre infectées, par des virus appelés des phages. Les phages s’attaquent
exclusivement aux bactéries et il existe un type de phage spécifique pour chaque souche

bactérienne. Les bactéries sont incapables de résister a 1’action des phages. La phagothérapie ;
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est basée sur I’utilisation thérapeutique des phages pour traiter des infections bactériennes.
(Estelle, 2019)

9 Symptémes
Les symptdmes sont notamment :

* Des brillures lors des mictions, des envies fréquentes d’uriner, une urine trouble et
parfois malodorante, si I’infection concerne la vessie (une infection urinaire chez la femme, ou
plus précisément une cystite aigué, cystite) ou I’urétre (il s'agit une urétrite)

« De la fievre, des frissons, des douleurs au niveau des lombaires, si I’infection concernele

rein
 L’ensemble de ces symptomes peuvent étre présents si I’infection concerne la prostate.
. Les infections urinaires sont plus graves chez I'nomme que chez la
femme.(Ooreka,2022)

10 Traitements

Le traitement des infections localisées a Proteus, en particulier des infections urinaires
basses,est basé sur l'utilisation d'un antibiotique actif par voie buccale , et tel que le
trimethoprime sulfaméthoxazole ,ampicilline, les céphalosporines orales , I'acide nalidixique.
En cas de pyélonéphrite , le traitement doit étre prolongé au moins deuxsemaines.

En présence de germes polyresistants, le recours aux aminosides et aux céphalosporinesde
troisieme génération type céfotaxime ou ceftriaxone (particulierement efficace sur les Proteus
comparé a autre céphalosporines de ce type) peut-étre nécessaire. Ces antibiotiques peuvent

étre utilisés seul ou associés.

Les infections graves a Proteus , incluant les infections respiratoires, méningées ou
septicemique, impliquent l'utilisation de deux antibiotiques bactéricides par voie parentale
pendant 2 a 3 semaines .l'association d'un aminoside a un céphalosporines de troisieme

génération se révele actuellement particulierement efficace.(, Patrick 1994)

10.1  Lesantibiotiques utilisés pour les infections urinaires chez la femme

Selon les recommandations officielles francaises, en cas de cystite aigué sans signe de

gravité,les antibiotiques préconises en premier lieu sont :

35

/o
—



Chapitre 3 ’antibiorésistance

o La fosfomycine ; administrée en une dose unique (traitement monodose).

o Le pivmécillinam ; La durée du traitement est habituellement de 5 jours.

o La cystite ; se soigne avec des antibiotiques et en buvant beaucoup d'eau ».
(Vidal,2022)

10.2  Lesantibiotiques utilisées pour les infections urinaires chez I'homme

Les hommes ne peuvent pas faire de cystite aigué mais peuvent souffrir d’autres types
d’infections urinaires. Il peut s’agir d’une urétrite causée par une IST (Infection Sexuellement

Transmissible) ou d’une prostatite aigué, fréquente chez I’homme de plus de 60 ans.(Zoe,2022)

On utilise les antibiotiques de la famille des ; fluoroquinolones ou des céphalosporinesen
premiére intention. La durée totale du traitement varie de 2 semaines pour les formes simplesa 4

semaines, voire plus, selon la gravité de I’infection. (Livi,2021)

/o
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1 Cadre de I’étude

Nous avons choisi de mener ce travail sur la recherche et 1’étude de Proteus sp. et

d’étudier 1’antibiorésistance au sein de laboratoire d’Hygiéne de la Wilaya de Constantine

D.S.P.R.H cité Mentouri (Daksi).

Les prélevements ont été réalisés au niveau de la paillasse des urines , durant un mois

de la période allant du 10 avril au 05 mai 2022.

Dans notre travail nous avons fait aussi une étude rétrospective de deux années
(2018,2021 et du premier semestre de I’année 2022) qui a été basée sur I’interprétation des
résultats a partir des données recueillies des registres et des fiches d’antibiogrammes archivés

au niveau du laboratoire de microbiologie.

2 Echantillonnage

Un echantillon de 110 prélevements a été examiné durant la période de notre étude a
partir des patients de plusieurs catégories (traitements ambulatoires , des patients hospitalisés

au niveau de la clinique rénale ...)

2.1 Recueil des urines
Pour obtenir des résultats fiables il faut remplir les conditions suivantes :

e [’échantillon doit étre frais

e |l doit étre concentré
e Il doit étre acide
Pour cela il faut prélever I'urine au milieu du jet 1’urine est récoltée aprés une premiére

bréve miction en dehors du récipient et avant la miction compléte. On procede comme suit :
Les organes génitaux doivent étre soigneusement lavés a I’eau tiede, a la rigueur au savon. Ne

pas utiliser de désinfectants !

Le personnel soignant doit faire un lavage hygienique des mains pour ne recueillir dans
le tube a urine stérile que les 20 ml en prenant soin de ne pas toucher le bord supérieur du
récipient. (Takilt,taleb,2014 ,Guessoum,yakhlef,2017)
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Figure 9 : Exemple de récipient des urines

2.2 Acheminement au laboratoire

Les urines doivent étre ensemencées dans un temps le plus court possible aprés leur

émission (1/2 heure), car elles constituent un excellent milieu de culture pour les bactéries.

Au dela de ce délai le flacon d’urine sera placé dans un récipient contenant de la glace.
Les urines pouvant étres gardés 24h a 4°C sachant que la réfrigération ne préserve pas les

leucocytes.

2.3 Renseignements accompagnant les prélévements

Les prélévements recus au laboratoire sont accompagnés d’une fiche de renseignement

qui comporte :

Nom et prénom

Age et sexe
Service d’hospitalisation.

Nature de prélévement.
Date de prélevement. (Annex 09)

3 Tests préliminaires

L'identification des bactéries se fait suivant une clé dichotomique qui va des caracteres
les plus vastes aux plus pointus pour aboutir a une espéce bactérienne. Dans le but
d’identification des isolats infectieux, on a procédé a une étude phénotypique présentée par

les tests suivants.
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3.1 Examen macroscopicue

Aprés incubation, le premier critére d’identification sur lequel on se base est celui de

I’aspect macroscopique des colonies vu a I’ceil nu., Il consiste a :

Laisser reposer les urines recueillies durant quelque instants. Examiner le dépét ; s’il

en existe un.

L’examen macroscopique oriente la recherche bactériologique et il précise la couleur

ou I’aspect du prélevement, on doit noter :

e ’aspect du liquide : trouble, purulent, clair.

e La couleur : hématique, jaunatre, blanchatre.
e La consistance : fluide, semi- fluide, épais, visqueux.
e [’odeur: une odeur fétide peut orienter vers un germe anaerobie.

3.2 Examen microscopique

Figure 10: Exemple de récipient des urines

3.2.1 Examen aI’état frais:
3.2.1.1 Examen cytologiques (qualitative et quantitative)

L’examen quantitative est essentiel pour notre étude. Cet examen comporte la
numeération a l'aide d'un dispositif a numération. (Annexe 10)

L’examen qualitative permet d’observer et d’apprécier les cellules présentes dans

I’échantillon(hématies, leucocytes, cristaux, levures).

3.2.1.2 Examen entre lame et lamelle
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Un examen direct a I’état frais permet d’apprécier I’abondance de la flore microbienne
et surtout d’observer la mobilité des bactéries. Il permet aussi de renseigner sur la présence
ou I’absence des cellules telles que les globules blancs, les hématies, les cellules épithéliales

. dont la technique est en (Annex 06)

3.2.2 Examen apres coloration

Figure 11: Réalisation de I’état frais (entre lame et lamelle)

3.2.2.1 Coloration non différentiel (au bleu de méthylene)

Cette coloration permet de faire la mise en évidence éventuelle de I’état de ces cellules
(intactes ou altérées), et de la bactérie, sa forme (cocci, bacille) et sa disposition par rapport aux
cellules (intra ou extra cellulaire). La présence d’image de phagocytose du germe est évocatrice
de sa responsabilité dans le déclenchement de I’infection. De plus, elle permet d’apprécier

I’agencement des bactéries (isolées, diplocoques, flammes de bougies, diplobacilles...)

3.2.2.2 Coloration différentiel (Coloration de Gram)

La coloration de Gram est la base de I’identification d’une souche bactérienne. Elle doit
étre parfaitement maitrisée car ¢’est le point de départ du choix des examens complémentaires

a effectuer, des milieux a ensemencer. Au terme du processus de coloration, les bactéries dites
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« Gram Négatives » apparaissent roses tandis que les bactéries dites « Gram Positives »

sont colorés en bleu foncé/violet et les étapes de coloration sont en ( Annex :07)

4 Mise en culture et isolement

Pour chaque prélevement urinaire on fait une analyse d’ECBU ( examen
cytobactériologique des urines) sur GN avec un dénombrement des germes (bactériens) et une
deuxieme uroculture sur milieu Hektoen si le patient est immunodéprimé (femme enceinte,

patient hospitalisée, diabétique, sondé) pour I’isolement des bacilles a Gram négatif

En cas d’isolement des Proteus les colonies poussent apreés 18 a 24H d’incubation a

37°C sur les géloses d’Hektoen, gélose nutritive, gélose au sang cuit ou gélose au sang frais.

Figure 12: Les tests biochimiques issus de la galerie classique

5 Tests d’orientation de I’identification biochimique

51 Test d’oxydase Principe

Ce test permet la mise en évidence de la production de la bactérie étudié de I’enzyme
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«oxydase ». Les bactéries possédant une chaine respiratoire complete sont dotées d’une
enzymecytochrome oxydase. L’oxydation de Tétraméthyl-p-phénylénediamine indique la

présence d’une oxydase chez la bactérie oxydase positive .

Technique

Sur une lame de verre propre, un disque imprégné de solution d’oxydase fixéepar I’cau
distillée stérile est déposée a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile flambée, la colonie a étudier
est déposée sur le disque et observer immediatement.

Lecture

Une réaction positive se traduit par une coloration violette en quelques seconds, qui met
en évidence la forme réduite incolore de dérivés méthylés du paraphényléne diamine, en leur

forme oxydée semiquinonique rose violacé.

5.2 Test de catalase

La catalase est une enzyme qui est produite en abondance par les bactéries a
métabolisme respiratoire qui peuvent détruire les peroxydes H20- ce qui a un effet Iétal pour
la bactérie. Ce test repose sur la décomposition de peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau et en

oxygene selon la réaction suivante :

% +H.0 —— 02+ H20

> Technique
Sur une lame propre seche, déposer quelques gouttes d’eau oxygénée a 10 volumes;

ajouter I’inoculum bactérien a 1’aide d’une anse de platine ou pipette pasteur
boutonnée. Observer immeédiatement & I’ceil nu.

> Lecture

La réaction positive se traduit par 1’apparition des bulles d’air, dégagement gazeux de

dioxygéne et la réaction négative se manifeste par I’absence des bulles d’air ou d’effervescence.

5.3 Galerie classique (mini galerie)
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La réalisation de la galerie classique consiste a effectuer des tests biochimiques

permettant I'identification des bactéries en étudiant leur métabolisme enzymatique

(tableau 6).

Tableau 6: Identification a I'aide de la galerie classique. (Fatnassi, 2020)

Test

Technique

Lecture

Mannitol
Mobilité nitrate

réductase

-Ensemencement par piqure centrale a
I’aide d’une pipette Pasteur. Incubation
a 37°C pendant 24h. Aprés

I’incubation. Ajouter les réactifs Nit 1 et Nit
2.

-La fermentation du mannitol a été
matérialisée par un virage du milieu de rouge
au jaune. L’ajout des réactifs Nitl et Nit2
conduit & I’apparition d’une teinte rouge-
orang¢ en présence d’ions nitrites, cequi
indique que la bactérie est

capable de réduire les nitrates en nitrites. La

bactérie immobile ne se développe que le long
de la piqure centrale.

Milieu Citrate de
Simmons

-Ensemencement par des striesle longe de la
pente a I’aide dela pipette Pasteur,
incubation a37°C pendant 24h

-L’utilisation du citrate de Simmons se traduit
par un virage de couleur duvert au bleu qui
signifie qu’il y a eu une alcalinisation du
milieu et que la bactérie possede un citrate

perméase

Gélose TSI (Triple
Sugar Iron)

-Ensemencement du culot parpiqure
centrale et la pente par des stries serrées a

I’aide de lapipette Pasteur.

-Incubation a 37°C pendant 24h

-Pour la fermentation du lactose: Lasurface
inclinée vire au jaune. Dans le cas
contraire, sa couleur reste inchangée. -
Pour la fermentation de glucose: le culot
vire au jaune. Dansle cas contraire, sa
couleur reste inchangée

— S’il y a production du gaz, il est possible
d’observer, soit seulement quelques bulles,
soit une poche gazeuse qui décolle
complétement le milieu du fond du tube.

-la production de H,S se traduit parun
noircissement du milieu dans la zone joignant

le culot a la pente
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Test urée-indole

-Prélever a I’aide d’une pipette pasteur
boutonnée stérile et flambée quelques
colonies bactériennes puis les déposer
sur le milieu « urée --indole ».
-Incuber a 37°C pendant 24 heures,
puis diviser le contenu en 2 tubes, On
peut recherche la production d’indole
par des réactifs de Kovacs, et le TDA
est révélé par I’ajout de perchlorure de
fer

-Production d’une Uréase: coloration rose
violette.

-Production d’indole: apparition d’unanneau
rouge a la surface.

- La tryptophane-désaminase détecté par
I’apparition d’une couleur brune apres I’ajout

de perchlorure de fer.

?
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Figure 13: Les tests biochimiques issus la galerie classique

5.4  Lagalerie miniaturisée de type API 20E (Biomerieux )

C’est une version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques conventionnelles

pour I’identification des bactéries a Gram négatif, dont les entérobactéries. Elle comporte 20

microtubes contenant des 3ne qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la

période d’incubation (18h-24h a 37C°) se traduisaient par des virages colorés spontanés ou

révélés par 1’addition de réactifs.

Echantillons (prélévement et répartition)

L’API 20E ne doit pas étre utilisé directement a partir des prélévements d’origine clinique ou

autre ; les microorganismes a identifier doivent dans un premier temps étre isolés sur un milieu
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de culture adapté a la culture des Enterobacteriaceae et/ou des bacilles a Gram négatif non
fastidieux selon les techniques usuelles de bactériologie (Annex08)

Lecture

La lecture des galeries API 20E se fait selon les indications du fournisseur. Aprés codification
des réactions en un profil numérique, on se référe a un catalogue analytique ou l'identification

est donnée avec un pourcentage et une appreéciation. (Annexe 09).

Figure 14 : Galerie API 20E utilisés (avant I'incubation).

6 Détermination des profils de résistances

6.1  Antibiogramme selon le comité de ’antibiogramme de la société francaise
de microbiologie CA-SFM

e  Principe

dans les laboratoires cliniques I’antibiogramme est réalisé par méthodes de diffusion en disque

sur milieu Muller Hinton selon les recommandations du CLSI pour chaque germe isolé.

elles consistent a disposer des disques de papier buvard imprégnés d’une concentration
déterminéed’antibiotiques a la surface d’un milieu gélosé, des que les disques sont appliquées,
I’antibiotique diffuse a partir du disque de maniére uniforme dans la gélose .

apres incubation, les disques s’entourent des zones d’inhibition circulaires correspondant a une

absence de culture

s’il est efficace, ’antibiotique va détruire les bactéries a proximité et former ainsi une auréole

visible & I’ceil nu

le diamétre du disque formé va donner une indication de la sensibilité de la bactérie a

I’antibiotique testé, plus le diameétre du disque est élevé, plus I’antibiotique est efficace.
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e Milieu

Muller-Hinton non sélectif qui doit étre coulé en boite de pétri sur une épaisseur de 4

mm, les boites doivent étre séchées avant leur emploi.

Figure 15 : Préparation de milieu de Muller-Hinton

» Préparation de I’inoculum bactérien
apartir d’une culture pure de 18h a 24h sur milieu d’isolement approprié, racler a 1’aide d’une

anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

et les transférer dans 1’eau physiologique stérile (2,5 ml) puis bien homogénéiser la suspension
bactérienne.

> Ensemencement

L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation del’inoculum. Il
est réalisé par écouvillonnage ou par inondation de telle fagon a avoir aprés incubation des

colonies distinctes mais jointives.

1. Plonger I’écouvillon dans la suspension et éliminer 1 ’excés de liquide en tournant

I’écouvillon sur les parois du tube.

2. Frotter la surface entiere de la boite d'agar trois fois, en faisant tourner la boite d'environ
60 ° C entre les stries pour assurer une distribution uniforme. Pour minimiser les aérosols, évitez
de heurter les cotés de la plaque. Enfin, passez un tampon sur le bord de la gélose pour éliminer
tout excés d'humidité.

»  Antibiotique utilisés

les antibiotiques utilisés dans notre étude sont : les B-lactamines (ampicilline, Amoxicilline +

acide clavulanique, céfazoline, céfoxitine, céftriaxone, imipeneme, les sulfamides
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(Sulfamethoxazole+ Triméthoprime) ; les quinolones (acide nalidixique, ciprofloxacine) ; les
polymixines (colistine) ; les aminosides (gentamycine, amikacine)
; les nitrofurantoines (furanes). Trois catégories cliniques ont été retenues pour I’ interprétation

des tests de sensibilité in vitro : Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire (1).

Les souches de catégories S : sont celles pour lesquelles la probabilité de succés thérapeutique
est forte dans les cas d’un traitement par voie systématique avec la posologie recommandée.
-Les souches de catégories R : sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité d’échec

thérapeutique quels que soit le type de traitement et la dose d’antibiotique utilisée.

Les souches de catégorie | : sont celles pour lesquelles de succes thérapeutique est
imprévisible, ces souches forment un ensemble hétérogene pour lequel les résultats obtenus in
vitro ne sont pas prédictifs d’un succés thérapeutique, en effet ces souches peuvent présenter

un mécanisme de résistance dont I’expression in vitro est faible.
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Chapitre 5 résultats et discussion

1 Fréquence des ECBU positifs et négatifs selon les prélevements

Sur les 110 prélevements d’urine effectués , nous constatons que le taux des ECBU
négatifs (88.18 %) est nettement supérieur a celui des ECBU positifs (11.82 %) ; les
prélévements considérés comme positifs ont montré aprés incubation sur milieux de culture ,

un développement bactérien remarquable (Tableau 7).

Vu qu’on n’a trouvé une seule souche bactérienne du genre recherché parmi les 110
prélévements , nous avons fait aussi une étude rétrospective sur deux années (2018,2021) et
sur le premier semestre de I’année 2022 qui a été basée sur I’interprétation des résultats

obtenus.

Tableau 7: Fréquence des ECBU positifs et négatifs selon les prélevements totaux

Prélévements Positifs Négatifs Total
Nombre 13 97 110
Fréquence (%) 11.82 % 88.18 % 100%

2 Examen macroscopique

Plusieurs aspects ont été observés

« Urine claire ou jaune brun : renseigne sur la concentration en eau d’urine
« Urine trouble ou purulente : cet aspect suggere la présence des leucocytes
« Urine sanglante : présence des hématies

 Urine rouge ou verte : la présence de dép6t du a la présence des cristaux. Ou due a
I’alimentation ou la prise des médicaments,

3 L’examen cytobactériologique des urines (ECBU)

3.1 Examen cytologique

3.1.1 Examen quantitatif

Les différents éléments contenus dans un volume donné de I’urine comme les

leucocytes, les hématies et les bactéries ont été observes a 1’aide d’un microscope (tableau?)
(Annexe :10)
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3.1.2  Examen qualitatif
e Etat frais : Permet de voir la morphologie et la mobilité, on observe les bactéries, les
leucocytes, des hématies, des cristaux.

e Coloration non différentielle (coloration au bleu de méthyléne) : Les structures
colorables apparaissent bleues, cette coloration permet de déterminer la nature de leucocytes

et la forme des bactéries.

4

¢

I
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Figure 16: Observation microscopique des germes apres coloration au bleu de

méthyléne.

 Coloration différentielle (coloration de gram) : L’examen microscopique apres
coloration de Gram, nous as permis d’observer des bacilles colorés en rose. Ce sont des

bactéries a Gram négatif.
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3.2 Examen bactériologique

Les caracteres culturaux observés sur les boites de pétri apres 24h d’incubation ;

Proteus :forme des colonies circulaires, lisses, et opaques.

4 Résultats d’oxydase et de catalase
L’absence de la coloration violette sur le disque d’oxydase révele a un résultat négatif ;

-La souche isolée est oxydase négative.

Oxydase positive

Figure 18 : Résultat de test oxydase montrant une oxydase positive (coté gauche ) et une

oxydase négative (cote droit)
Pour la catalase : il y’a I’apparition des bulles d’air, dégagement gazeux de dioxygene.

-La souche testée est catalase positive.

Figure 19 : Résultat test catalase positive
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5 Résultats de la galerie classique

la galerie biochimique nous a permis d’identifier quelques caracteres biochimiques des
souches étudiés. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 08.

Tableau 8 : Résultat de la galerie classique de la souche Proteus mirabilis

Les caractéres biochimiques

Souches Glu| Lac [ONPG |Indole| VP [Citrate [Mobilité jurée TDA [H>S
P.mirabilis + - - + - + ++ + + +

(+): Test positif ; (-): Test négatif (+ +) : trés mobile

Les résultats exprimés dans le tableau 08 montrent que 1’identification biochimique a été réalise
par les tests de la galerie classique pour analyser les principaux caracteres biochimiques) des
isolats

NI i <l«

Figure 20 : Résultat de la galeries classique

6 Résultats de la galerie API 20E

la compilation des résultats de 1’utilisation des substrats par la bactérie a identifier permet de
déterminer un code de 7 chiffres qui correspond a une bactérie bien déterminée dans ce cas les

résultats mentionne la souche (Proteus mirabilis).
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Figure 51: Résultat de la galerie API20E de P.mirabilis (pinterest,2022)

Tableau 9: Résultats de la galerie APl 20E de Proteus mirabilis :

Test ONPG | ADH| LDC | ODC| CIT | H2S | URE | TDA | IND | VP
Résultats| - - + - + + + + - -
Test GEL GLU | MAN| INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY| ARA
Résultats| + + - - - - - - - -

7 Répartition des résultats

Dans notre étude rétrospective des deux années précédentes (2018,2021 et du premier
semestre de I’année 2022 ) et d’aprés les résultats obtenus les germes uréase positive
identifiés appartiennent au Genre Proteus et une seule souche a été identifié durant le stage

comme P. mirabilis.

L’infection par ces germes peut étre monobactérienne (un seul germe uréasique) ; ou poly
microbienne(2 germes uréasique ou un uréasique et 1’autre non) , dans nos études les infections

sont monobactériennes.
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7.1 Répartition des résultats selon le sexe

la répartition des résultats selon le sexe est representée dans le tableau 10 et par la figure 22

réspectivement.

Tableau 10 : Répartition des résultats selon le sexe

Le sexe Effectif Pourcentage

Homme 09 56,25%

Femme 07 43,75%
Total 16 100%

Figure 62 : Repartition des cas positifs selon le sexe.

7.2 Répartition des cas positifs selon I’age

la répartition des résultats selon 1’age est représentée dans le tableau 11 et par la figure 23

respectivement.

Tableau 11: Répartition des résultats selon I’age.

Ages Effectif pourcentage
Adultes 13 81,25 %
Enfants 02 12,5%

Bébés 01 6,25 %

Total 16 100 %

/o)
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M Adultes mEnfants Bébés m

Figure 73: Répartition des cas positifs selon 1’age

7.3 Répartition des résultats selon I’année

la répartition des résultats selon I’année est représentée dans le tableau 12 et par la figure 24

respectivement.

Tableau 12: Répartition des résultats selon I’année

Années Effectif Pourcentage
2018 04 25 %

2021 09 56,25 %
2022 03 18,75 %
Total 16 100 %

/o)
—
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2018 2021
L] = 20m2

0

e

Figure 24: Répartition des cas positifs selon I’année.

7.4 Répartition des résultats selon le mois

La répartition des résultats selon le mois est représentée dans le tableau 13 et par la figure

25 respectivement

Tableau 13: Répartition des résultats selon le mois: Répartition des résultats selon le

mois

Mois Effectif | Pourcentage
janvier 01 6,25 %
Février 02 12,5 %
Mars 05 31,25 %
Avril 01 6,25 %
Mai 01 6,25 %
Juin 01 6,25 %
Juillet 01 6,25 %
Aout 00 00 %
Septembre 01 6,25 %
Octobre 01 6,25 %

[ s )
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Novembre 01 6,25 %
Décembre 01 6,25 %
Total 16 100 %

W Juin

H Mai

M janvier M Février ® Mars W Avril

W Juillet H Aout M Septembre M Octobre W Novembre B Décembre

Figure 25: Répartition des cas positifs selon le mois.

Tableau 14: Répartition des résultats selon la pathologie.

La pathologie Effectif Pourcentage
Sein 15 93,75 %
Malade 01 6,25 %
Total 16 100 %
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Figure 26 : Répartition des cas positifs selon la pathologie .
8 Résultats de I’antibiogramme

Les résultats de I’antibiogramme des patients infectés par Proteus sont exprimés dans
le tableau suivant : 15 cas obtenues d’aprés 1’étude rétrospective et 1 cas obtenu durant la

période du stage.

Apres I'étude des 16 cas on a pris en considération 11 cas dont les informations sont

représentés dans le tableau 15 ci-dessous.

Tableau 15: Résultats de I'antibiogramme (n=11).

Antibiotique\ CAS

[
o
[EEY
[

Amoxicilline+AC (AMC)

Amoxicilline (AMX)

Cefazoline(C2)

Cefoxitine (FOX)

Cefotaxime (CTX)

Amikacine (AN)

Tétracycline (TET)

Acide nalidixique (NAL)

Furanes (FT)

Ciprofloxacine (CIP)

NDMWIOWLITOBLILIM[Om nm|W

Ofloxacine (OFX)

Dninmw|T|wn|0|nv|ZAT|0(AD(A W0V~

PyRIGRIGEPIRIOEPYRIGRIGEIEP VRTINS
Tlv|wlo|v|o|v|n|vln|n|n|s
T |0 |o|x|o|o|w|x|o|o|(D|n |0
PyRIGRIGEPIRIGEPVRIORIGRIEP VRIORIEEe))
T |»|»|xo|w|o|o|(o|o|o|o|o|N
T |»|»w|o|wv|o|wv|o|o|o|o|o |
T|o|lo|m|m|o|lw|vn|w|o|o|o|©
PVRIRIOEPIRIORPIRIGRIGRIGEIGRIEPS)

T |»|ln|xo|v|o|lv|xo|v|o|xo|o

Colistine (CS)

X

S :sensible R :résistant
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9 Discussion des résultats

Notre étude a pour but principal , I’isolement et I’identification des espéces de Proteus sp.
isolées a partir des prélevements urinaires et de déterminer et d’évaluer la résistance

antimicrobienne de nos souches.

Discussion des résultats de I’isolement et de I’identification

Les milieux d’isolements spécifiques utilisés Hektoen , BCP , Drigalski , Mac Conkey ont
présenté une sélectivité plus ou moins efficace qui a permis a de nombreuses colonies

suspectes de se cultiver mais aussi plusieurs autres colonies ont pu croitre sur ces milieux .

I’isolements sur ces milieux spécifiques , nous a permis de tester les colonies présomptives

prélevées sur ces milieux .

Ainsi la plupart des colonies testés présentaient une oxydase négative , une catalase positive
et aussi la coloration de Gram nous a montre des bacilles Gram négatif ;

Ces tests sont donc fondamentaux pour orienter le diagnostic et classer la souche dans la
famille d’entérobactéries ; genre Proteus , une seule souche chez le patient (n°11) a éteé

complétement identifié comme Proteus mirabilis
Discussion des résultats de la répartition des cas

Selon le sexe :

Dans notre étude, nous constatons que 9 isolats (56%) proviennent des hommes alors
que 7 isolats(44%) sont isolés chez des femmes :

Les infections principalement les infections urinaires, sont plus fréquentes chez les
garcons que les filles prépubéres, avec une incidence plus élevée chez les gargons non
circoncis. Ceci est le résultat d'anomalies congénitales observées plus souvent chez les
hommes dans I'enfance et 1’adolescence, lors du vieillissement 1’incidence chez ’homme

augmente aussi du fait de I’augmentation des maladies .

Par contre , les infections sont 50 fois plus fréquentes chez la femme, en raison de la
proximité du méat urinaire et de I'anus (périnée court) et de la brieveté de I'urétre qui de plus

est large et s'ouvre lors des rapports sexuels.

Cette répartition entre les sexes est similaire de celle rapportée par Leulmi,2015

qui trouve que 168 isolats (55,26%) proviennent des hommes alors que 136 (44,73%) sont

—
—
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isolés chez les femmes:I’homme serait, donc, plus vulnérable que la femme a acquérir les

infections a Proteus.

Selon I’age:

D’aprés nos résultats exprimés dans la figure 23 , on constate que toutes les catégories
d’ages sont touchées par les infections aux Proteus , avec des extrémes pourcentages chez
les adultes avec un taux de (81.25%) . En effet, le taux diminué chez les enfants et les bébés

respectivement.

Cela est conforme avec de celui trouvé par Ozumba et al en 1995 ou I’infection des
voies urinaire par Proteus s’est avérée la plus courante a partir de 1’age de 55 ans ; chez

I’homme tandis que chez les femmes , ils étaient répartis plus uniformément .

Les personnes agées sont les plus a risque de développer des infections, peut-étre d’une
part, @ cause d’immuno-sénescence, le déclin du systéme immunitaire et d’autre part, la

prévalence trés élevéede comorbidités (patients diabétiques) (Fatnassi,2020)

L’augmentation de I’incidence chez 1’homme aprés I’dge de 50 ans s’explique aussi

par le fait del’augmentation des maladies prostatiques et le cathétérisme .

La fréquence de positivité constatée dans notre étude dans 1’année 2018 (25%) , 2021

(56.25%) ,2022 (18.75%) est inférieure a celle obtenue dans les enquétes de :

Akpabie en 2001, rapporte qu’au service de microbiologie et d’hygiéne (France) qui
est de (11.1%) équivalente a 229 isolats de Proteus durant la période du 1° janvier au 31
décembre 1998 (Akpabie,2001)

Mahmat et al (1999-2005) et lors d’une étude rétrospective au CHU de Nimes (France)

trouvent 1008 isolats de Proteus mirabilis .(Mahamat et al en 2006)

Nos faibles frequences seraient ddes dans la plupart des cas a la prescription abusive des
antibiotiques avant étayement du diagnostic ou bien la bactérie elle-méme n’est pas

abondante dans notre secteur .

Selon le mois

I’¢tude de la distribution dans le temps des isolats de notre année de travail (figure 25) montre

que
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Pendant la période hivernale Proteus sp. présente un maximum d’isolats en mars (5 cas soit

31.25% du total de prélévements dans ce mois)

Pour les autres mois qui restent Proteus présente un nombre moins élévé ( 1 cas/par mois
soit 6.25% du total de prelevements )

Aucune souche de Proteus n’a été isolée au mois d’aot ( 0 isolat ).

Ces résultats ne concordent pas avec ceux obtenus par Leulmi en 2015 avec une augmentation
des infections pendant la période hivernale avec un maximum de souches de P. mirabilis isolées
en décembre 35 souches soit 87,5% du total de prélévements, et un maximum de souches
isolées au mois d’octobre P. vulgaris soit 8 souches avec un taux 36,36 % du total, et aucune
souche n’a été isolée durant les mois d’avril, de juillet, d’octobre et de novembre. (Leulmi,
2015)

Selon la pathologie

d’apres 1’étude rétrospective on a trouvé 15 cas soit 93 ,75% de patients sains et 1 cas de
patient diabétique soit 6,25% , ces résultats corroborent ceux d’Alexandre en 2014 qui a
trouvé 36 cas soit 4% patients  non diabétiques et 3 cas soit 2% patients diabétiques
.(Malmartel, 2014)

ceci peut étre expliqué par la rareté de ce genre par rapport aux autres entérobactéries bien
que les résultats des malades sont faibles , puisque les personnes immunodéprimées ont un
risque accru d’infections graves avec une morbidité et une mortalité plus importante
(Québec,2022).
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Interprétation des résultats de profils de résistance aux antibiotiques

Tableau 16 : Résultat profils de résistance aux antibiotiques de 11 souches de

Proteus sp.
Antibiotiques R S
cas | % cas | %
Béta- lactamines Amoxicilline+AC (AMC) | 5 4546 % | 6 54.54 %
Amoxicilline (AMX) 6 5454% | 5 45.46
Les céphalosporines | Cefazoline(CZ) 9 81.81% | 2 18.19 %
Cefoxitine (FOX) 4 36.36% | 7 63.64 %
Cefotaxime (CTX) 5 4546% | 6 54.54 %
Aminosides Amikacine (AN) 1 9.09 % 10 90.91 %
Cyclines Tétracycline (TET) 11 100 % 0 0%
Quinolones / Acide nalidixique (NAL) | 2 18.19% | 9 81.81 %
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine (CIP) 2 18.19% | 9 81.81 %
Ofloxacine (OFX) 2 18.19% | 9 81.81 %
Furanes (FT) 11 100 % 0 0 %
Polymyxines Colistine (CS) 11 100 % 0 0%
100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% A M Résistantes %
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Figure 87: Profil de résistance de Proteus sp. aux antibiotiques
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En analysant le profil de résistance aux antibiotiques des espéces étudiées .
Béta- Lactamines

Les souches de Proteus étudiées présentent les taux de résistance modéré pour
Amoxicilline (AMX) 54.54 % , Amoxicilline + ac.clavulanique (AMC) 45 ,46% , c’est
généralement di a I’acquisition d’une Béta lactamase type pénicillinase. Ce pourcentage se
rapproche de celui mentionné par Leulmi, en 2015 et qui rapporte que Proteus présente un
haut niveau de résistance pour les aminopénicillines seules ou associées a 1’acide

clavulanique.
Céphalosporines :

Pour les Céphalosporines des niveaux de résistance assez importants ont été observés pour la
Cefazoline 81.81% ,Cefotaxime 63.64 % et de 54.54 % pour la Cefoxitine qu’ils sont
efficaces, en inhibant les Proteus ; ceci est conforme avec les études de Bertrand en 2006
qui indique une sensibilité pour la Céfoxitine et la Céftriaxone .Ce qui est dle a I’absence

de Céphalosporinase chromosomique.

Nos résultats sont ainsi proches aux résultats de Sissoko,2006 qui a mentionné que les
souches de Proteu smirabilis ont été sensibles aux céphalosporines avec des taux de

résistances respectifs céfoxitine 100 %, ceftazidime 81,8 %, céfotaxime 81,8 % .
Aminosides

On note un taux de résistance de 09.09 % pour 1’amikacine ,ce faible taux est d0 a
la sensibilité naturelle aux aminosides, celle-ci est en voie d’acquérir des résistances a
cette molécule . A ’opposé de celui mentionné dans les résultats de Sissoko en 2006 les

souches de Proteus mirabilis sont sensibles a I’amikacine (100 %).

Cette contradiction des résultats est probablement due aux normes utilisées pour

I’interprétation des diamétres de 1’antibiogramme.
Cyclines, Polymyxines et Furanes

Les résultats de 1’antibiogramme montrent une résistance nette a 100% pour la

tétracycline , la colistine (résistance naturelle) et aux furanes.

En effet, les résultats de Jannat et al en 2021 montrent un haut niveau de résistance ;
une proportionimportante de Proteus spp. était multirésistante (90 %) . Ce genre est
caractérisé par une résistance naturelle aux polymyxines (CS, PB) ceci est due a

’imperméabilité de la paroi.(Takilt,taleb,2014)
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Chapitre 5 résultats et discussion

Quinolones / Fluroquinolones

Les souches de Proteus présentent un taux de résistance égale & 18.18 % pour les
trois antibiotiques utilisés

Selon I’étude de Nabti et al en 2009 1’acide nalidixique presente un taux de 40% .
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Conclusion

Conclusion

L’épidémiologie bactérienne des infections urinaires n’a pas beaucoup changé au cours de

ces derniéres années, elle reste dominée par les entérobactéries.

Ces infections des voies urinaires sont au premier rang des infections acquises a I’hopital,
elles sont responsables d’une morbidité importante et représentent une charge économique
considérable pour les unités de soins. Différentes méthodes d'isolement et d'identification ont été
développées pour la plupart des espéces de Proteus sp. cependant, le traitement des patients
infectés pose souvent, une problématique en raison du développement de la résistance aux

antibiotiques et de I'état immunodéprimeé du patient.

Le présent travail porte sur 1’étude et 1’identification du genre Proteus . et I’évaluation du
degré de résistance aux antibiotiques de ces germes isolés chez les patients admis au niveau de

laboratoire d’hygiéne D.S.P.R.H de la wilaya de Constantine cité Mentouri ( Daksi ).
Au terme de ce travail, il en ressort que

e Proteus sp. est une des bactéries uréolytiques qui pourraient s’avérer pathogénes et leur
fréguence minoritaire par rapport aux autres entérobactéries dans le laboratoire ne signifie pas leur
inexistence, elle pourrait s’expliquer par certain nombre d”hypothéses parmi elles,le faible nombre
de nos prélevements.

e Les hommes sont les plus exposés aux infections urinaires avec 56.25% comparés aux

femmes avec 43.75%.

La répartition des souches selon 1’age montre que les personnes agées avec un taux de
81.25 % sont fortement exposées aux infections urinaires en comparant avec les enfants 12.5 %
et les bébés 6.25 %.

o Les resultats des antibiogrammes indiquent que les microorganismes isolés durant
notre étude sont sensibles a certains antibiotiques mais pas a d’autres, ceci est dii au fait que
I’action antimicrobienne dépend du microorganisme lui-méme et de I’agent antimicrobien.

o Ces résultats de 1’étude du profil de résistance ont permis de constater une résistance
élevée de Proteus vis-a-vis des antibiotiques testés avec la colistine, la tétracycline, furanes,

cefazoline,
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Conclusion

o Les antibiotiques de la famille des quinolones / Flouroquinolones et céphalosporines

se sont avéres étres les médicaments les plus sensibles en inhibant les Proteus .

La prescription d’antibiotiques ainsi I’émergence de la bactériorésistance est un probléme
essentiel de santé publique en Algérie comme a travers le monde. Nous avons égalementconstaté

que ’efficacité des antibiotiques décroit au fil du temps.

Les bacteries cumulent les résistances a diverses familles d’antibiotiques et deviennent ainsi
des multirésistantes ; Cette évolution conduit a des impasses thérapeutiques. En effet, ces dernieres
annees, une importante augmentation de la résistance aux antibiotiques a été constatée chez les

bacilles a Gram négatif, en particulier chez les Proteus .

Les résultats obtenus dans cette étude nous permettront de penser aux perspectives
suivantes :

= Etaler notre étude sur une large période avec plusieurs échantillons.
= Tester la résistance des isolats vis-a-vis d’autres familles d’antibiotiques.
= Mettre en place un réseau de surveillance des bactéries résistantes

= Réaliser une étude génotypique avec les techniques de biologie moléculaire (PCR,

RFLP...) qui pourrait mieux contribuer & comprendre 1’épidémiologie des souches étudiées.

= La préventation demeure le meilleur moyen de lutte contre les infections urinaire et ceci
apreés avoir bien identifiés les facteurs qui favorisent leur apparition , suivre les régles d’hygiéne
permettant ainsi de réduire d’une maniére significative le taux de survenue de ces infections surtout

en milieux hospitalier .
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Annexes
Annexe 01 : Caracteres biochimiques différentiels des principaux genres et
especes
Caracteres généraux des grams négatifs
Ce sont des bacilles a Gram negatifs
- Mobiles avec ciliature peritriche ou immobiles.
- Non sporulés.
- Aérobies anaérobies facultatifs.
- Se cultivent sur les milieux ordinaires.
- Fermentent le glucose avec ou sans production de gaz.

- Possedent une nitrate réductase (réduction des nitrates en nitrites) a I’exception de certaines

souches d’Erwinia.
Les genres habituellement admis sont :
- Escherichia, Shgella ;
- Salmonella, Citrobacter ;
- Klebsielle, Enterobacter, Serratia, Hafnia ;
- Proteus, Providencia ;
- Yersinia ;

- Erwinia; Pectobacterium.

Annexe 02: Matériels utilisées au laboratoire
- Microscope optique ;
- Lames et lamelles ;
- L’huile d’immersion ;
- Pipettes Pasteur ;
- Pipettes graduées ;
- Boites de pétri ;
- Fil droit et anse de platine (anse a boucle) ;

- Bec Bunsen ;
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- Tubes a vis stériles ;

- Portoirs ;

- Pinces ;

- Coton carde.

- Colorants et réactifs.

- Milieux de culture.

- Etuve réglable a 37°C.

- Réfrigérateur (a 4°C) et centrifugeuse.

Annexe 03 : Réactifs

Réactif de la recherche d’oxydase :
Disque imprégné d’une solution a 1% de chlorhydrate de Tetraméythparaphényléne-diamine.

Réactif de Kovacs :

diméthylamino-4-benzaldénYde ...........ccoviiiiiiiii e 07g/l
AICOOL ISOAMYTIGUE ...ttt 75ml
Acide chlorhydrique CONCENIE...........oiiiiiieereeee et 20ml

Réactif de Voges-Proskauer l et 11 :

VP |

Hydroxyde de POtaSSIUM........o.iriii e e e e e 409g/1
- S 100ml
VP 11

AIPNE-NAPNLOL ... 069/l
Ethanol 95°C . . .ottt e e 100ml

Réactif de GRIESS-ILOSAY pour la recherche des nitrites :
Nitrate réductase |
ACIAE SUITAMITIQUE ... e e e aneas 0.89g/l

ACIE ACBLIGUE BN ...ttt sre e nre e 100ml
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Nitrate réductase 11
NAPNEYTAMINE ...ttt bbb 0.59/1

ACIde ACBLIQUE BN ..t 100ml
(Boumessrane et Rabhi,2018)

Annexe 04 : Milieux de culture

Milieu gélose nutritive

EXIrait de VIANGE .....cuviieieiee ettt e e ns 1,0 g/l
L= VLA [N (LY < 2,50/l
ST 010 T S USSR 5,00/l
(O o] (o T E=N o S0 Lo 0] 1o PR 5,00/
AAGAE bRttt 15,0 g/l
DH 7,0

(Guessoum etYakhlef,2017)

Milieu Mueller-Hinton

Infusion de viande de BeUL.............ooiiiiii e 300 ml\
PEPLONE U CASEINE ... .vivieieeeee ettt ettt te e beesbe e e e s reesreenneenes 17,59/l
AMIAON U8 MATS....eviiieeie ettt e e sae et et e e te et e ssaesbeessesraesaeeaesreenrs 1,59/
AT bR b e Rt et b nne s 10g/I
DH oo, 7,4

(Guessoum et Yakhlef,2017)

Milieu Hektoen

Peptone pepsSiqUE de VIANGE .........cuiiiiiieieie et e 1209
Extrait autolytiQUe 08 TEVUIE .....c..eiieee s e 309
LBCTOSE ...tttk bbbt E R e e e e R et e bt nne e e be e nnneene e n e 12049
SACCNANOSE. ...t e e e baearre s 12,09

ST L o111 P 2,09
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L] R o1 LT UL £ S PR 9,09
ChIOorure de SOIUML......c.uicieieeie ettt e e nre e ens 5090
ThIOSUITAE A8 SOUIUM ...t ssbbae e e ares 509
Citrate ferrique ammoONIACAl ...........ccoiiiiiiieie s 15¢g
Bleu de bromothymOl ...........ooiiiiec e 65 mg
FUCNSINE GCIAR ...ttt reesae e nreas 40 mg
N0 - T 1359
DH e, 7,6

(Guessoum et Yakhlef, 2017)

Milieu Citrate de Simmons (g/l) : pH =7

Sulfate de MAGNESIUM .......ooiiiiieiie ettt b ettt ene e 0.2
Phosphate MONOAMMONIAGUE ...........eoiiiiieieieiierte et sb e eneas 01
e Lol o] g oo [T o 0] = XS] o [U SR POT 01
CIrate d& SOUTUM ..ottt ettt ettt b et b e 02
ChIOTUIE A8 SOUIUM......eiiiiiteieiet ettt ettt bbbt 05
Bleu de bromothymMOl ..........ooiiiee e 0.08
ALZAT. .. o 15

(Boumessrane et Rabhi,2018)

Milieu Mannitol Mobilité (g/l) : pH=7.62a7.8

Peptone trypsSique 08 VIANGE .....cceiiiiiiieiie ettt e e e e ra e enea s 20
o T | R TR 04
IVIBNNTEOL. ...ttt e bbbt 02
NILrate de POTASSTUM L...viiiieciie ettt sttt e e e st e et e e s be e et e e sseeeraenreeanes 01
ROUQE d& PNENOT 8 190, bbb 04ml

(Boumessrane et Rabhi,2018)
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Bouillon Nitraté (g/l) : pH =7.2

PEPLONE A8 VIANGE ...ttt r bbb ene s 10
EXEFAIT 08 VIANTE ...ttt ne e bbb 05
ChIOrUIE A8 SOUTUM.......cuiiiteiieiiit ettt 05
NILrate 0 POTASSIUM. .. .. .. iiieieee et e e s e s re et e e seesaa e beeneesraeteannenraenneas 01

Eau peptonée exempte d’indole (g/l) : pH=7.2

PEPLONE A8 VIANGE. ... ... oo bbbttt bt sreeneas 10
LI/ €10 [ RSP SPOTRTUPRPI 10
ChIorure de SOAIUM ... ..t 05

(Boumessrane et Rabhi,2018)

Milieu urée-indole (g/l) : pH =6.7
(Boumessrane et Rabhi,2018)

L. TIYPEOPNEANE ...t b et b bbb 03
Phosphate diacide de POTASSTUM ........ceiiiiiieieie e 01
Phosphate monoacide de POLASSIUM .........ccviiieiieiiicic ettt sre e e 01
ChIOrUIe A& SOUIUM . ...« ..ttt bbbt 05
U . etttk bk E e E R bR R R R R b e R bRt R bt b bbb 20
AUCOOT @ 952, .. bbbt 10ml
Rouge de phénol en SOIULION @ 190 .....ceoiiiiieiieeeee e 20.5ml
BAU  dISTIIEE ... 1000ml

(Boumessrane et Rabhi,2018)

Milieu Mac Conkey (g/l): pH=7.1

T 01 (0] OSSR R SRR 20

I 11 (01 TR 10

T o oL L Ui s S TR 15
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CIISTAL VIOIEL. ...t 0.001
ROUGE NMBULTE ...ttt e e s a e e sb e e e nbb e e s nbb e e e nab e e s beeeanbea e 0.05
ChIOrUre de SOATUM. ..ot bbbt 05
AR, oo 15

(Boumessrane et Rabhi,2018)

Le milieu KIA ou TSI :

L’utilisation du glucose, lactose, production de gaz et H2S sur le milieu KIA ou TSI

Le milieu KIA ou TSI est utilisé principalement pour orienter 1’identification des
entérobactéries (bacilles a Gram-). 1l permet de permettre en 24 heures les fermentations du
glucose, du lactose et du saccharose (pour TSI), la production d’hydrogéne sulfuré (H.S) et de

gaz provenant de la fermentation du glucose.

Ensemencer le culot du milieu par piqure centrale et la pente en stries serrées, afin d’avoir une
culture en nappe avec la souche bactérienne a tester. Ne pas revisser a fond le bouchon du tube.
Incuber a 37°C pendant 24 heures. (Guessoum et Yakhlef,2017)

Gélose BCP (Gélose lactosée au bromocresol poupre) :

Est utilisé pour I’isolement des entérobactéries, il permet de différencier les especes fermentantle

lactose de celles qui ne le fermentent pas. Sa composition en gramme par litre d’eau distillée)

el =] 0] (0 PPN

e = = L0 (T a0 [ OSSR 3

el =T (01 OO P PP PPR 10
R Ao - L PP 12,5

- Pourpre de BrOMOCIESOL .......c.vcieiieeiee et e e e eae e e 0, 025
PH TNl . 7

Annexe 05: Colorants
Violet de Gentiane

VI0IEt dE GENTIANE ...ttt sttt be et sr e s be e beeneenreas 019
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EtNaN0l @ 90%0......c.oiiiiiic e 10ml
PRENON ... e ettt renreere e neens 029
Bau distill@e. .. ... 100ml
Lugol

oo L= OSSR OPPRTPRPRRS 019
[OAUIE 08 POLASSTUIM ...ttt b bbb 029
BAU dISTIHIBE ... 300ml
Fuschine

FUSCRINE DASIGUE......ceieeece ettt bbbt 01g
AlCo0l BthylIQUE @ 90°... oo 10ml
PRENOIE ...ttt bbbttt en e .05¢
BaU diStillEe. .. ..o 10ml

(Boumessrane et Rabhi,2018)

Annexe 06 :

1. I.’examen a I’état frais :
1) Déposer une petite goutte d’eau stérile sur la lame.
2) Prélever une fraction de colonies sur gelose

3) Faire une suspension homogéne dans la goutte d’eau en incorporant

progressivement!’inoculum,

4) Recouvrir d’une lamelle en évitant d’enfermer des bulles d’air.

5)Le liquide ne doit pas déborder (sinon jeter la lame dans une solution

désinfectante etrecommencer).

5) Observer a I’objectif 40x
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Apres observation, jeter I’état frais dans un bac contenant un désinfectant car les
bactéries sont vivantes. Des bactéries sont considérées comme mobiles lorsque des
trajets tres différentssont observés (déplacement dans toutes les directions). Une
bactérie immobile est animée de mouvements d*agitation normaux appelés mouvements
browniens, qu“il ne faut pas confondreavec la mobilité. En fonction de la mobilité
observée, si elle est présente, on peut préjuger du type de ciliature de la bactérie
(monotriche, péritriche..) ce qui oriente sur la bactérie isolée. (Fatnassi,2019). Annex 07

: Dans coloration de gram
Techniques : Réactifs : ce sont :
- violet de gentiane phénique aniline potasse ;
- solution iodo-iodurée de lugol fraichement diluée ;
- alcool a 95 C. Coloration :
- étaler le produit pathologique en couche mince (réalisation du frotti) ;
- sécher et fixer a la chaleur selon;
- le frotti est soumis a : Coloration par le violet de gentiane :
- verser quelques gouttes jusqu’a recouvrir totalement la lame ;
- laisser agir pendant une minute (1 mn). Mordancage :
- rejeter le violet en I’entrainant avec la solution de lugol ;
- attendre 30 secondes ;

- refaire la méme opération. Le lugol est un fixateur. Décoloration a 1’alcool : - verser

quelquegouttes d’alcool ; d’une extrémité de la lame ; pendant 3 & 4 secondes. Ringage :

- rincer abondamment a I’eau.Recoloration a la fuchsine :

- recouvrir la lame de fuchsine ;
- attendre une minute.Ringage :

- rincer abondamment a 1’eau.Séchage :

- Sécher a la chaleur, au bec bunsen.Observation :
- Observer a I’huile d’immersion au grossissement 10 (Takilt et Taleb ,2014)

Annexe 07 : Tests biochimiques



Annexes

La galerieAP120 ETechnique :

On réunie fond et couvercle d'une boite d'incubation avec la répartition environ 5ml d'eau
distillé dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide, sans oublié d'inscrire la référence
de la souche sur la languette latérale de la boite. En effet, on retire la galerie de son emballage
individuel et on la dépose dans la boite d'incubation, puis on prépare I'inoculum bactérien: une
colonie dans 5ml d'eau physiologique, son opacité doit étre équivalente & 0,5 McFarland. Pour
inoculer la galerie, il faut remplir a I'aide d'une pipette Pasteur les tubes et les cupules des tests
CIT, VP et GEL avec la suspension bactérienne, et pour les autres tests; on varemplir uniquement
les tubes (et non les cupules) avec la création d'une anaérobiose dans Chapitre 3 Mateériel et
méthodes 16 les tests: ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant leurcupule par I'huile de
vaseline stérile. Enfin, on incube a 37 C° + 1C° pendant 18-24 heures.(Fatnassi,2019)

Test de nitrate réductase :

Le bouillon nitraté est un bouillon de culture permettant la recherche de 1’utilisation de

I’ion nitrate par certains micro-organismes, notamment par respiration nitrate.
On met une ou deux gouttes dans du bouillon nitraté cultivé pendant 24h a 37°C.

S’ils sont présents, ils donnent une coloration rose en présence d’acide sulfaOnilique et

d’a-Naphtylamine, Ces réactifs portent le nom de réactifs de Griess. (Guessoum,Yakhlef,2017)

Annexe 08 :

Figure 28: Fiche technique ECBU des patients
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Annexe 09 : La lecture de la galerie API 20 E

Tableau 17: Tableau de lecture de la galerie API1 20 E

Tests Réaction/enzymes Résultats négatifs Résultat
positifs
ONPG Béta-galactosidase Incolore Jaune
ADH Arginine dihydrolase  Jaune Rouge/ orange
LDH Lysine Jaune Rouge/orange
décarboxylase
ODC Ornithose Jaune Rouge/orange
décarboxylase
CIT Utilisation du citrate  |Vert pale/jaune Bleu-vert/bleu
H2S Production d H.S Incolore/grisatre :I_)e\pot noir/fin
isere
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URE Urease Jaune Rouge/orange
TDA Tryptopane TDA/immediat TDA/immedi
désaminase Jaune at
Marron-
rougeatre
IND Production d’idole James/immediat James/immed
Jaune lat
Vert-pale/jaune Rose
VP Production d’acetoine [VP1/VP2 VP1/VP2
Aucune diffesion Diffusion du
pigmentnoir
GEL Gélatinase Bleu/bleu-vert Jaune/jaune
gris
GLU Glucose fermentation |Bleu/bleu-vert Jaune
oxydation
MAN Mannitol Bleu/bleu-vert Jaune
fermentation
oxydase
IND Inositol fermentationd |Bleu/bleu-vert Jaune
acetoine
SOR Sorbitol fermentation |Bleu/bleu-vert Jaune
oxydation
RHA Rhamnose Bleu/bleu-vert Jaune
fermentation
oxydation
SAC Sucrose fermentation |Bleu/bleu-vert Jaune
oxyation
MEL Melibiose Bleu/bleu-vert Jaune
fermentation
oxydation
AMY Amygdalin Bleu/bleu-vert Jaune
fermentation
oxydation
ARA Arabinose Bleu/bleu-vert Jaune
fermentation
oxydase
Tests Reéaction/enzymes Résultats négatifs Résultat
positifs
ONPG Béta-galactosidase Incolore Jaune
ADH Arginine dihydrolase [Jaune Rouge/ orange
LDH Lysine Jaune Rouge/orange

décarboxylase
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OoDC Ornithose Jaune Rouge/orange
décarboxylase
CIT Utilisation du citrate  |Vert pale/jaune Bleu-vert/bleu
H2S Production d H.S Incolore/grisatre Depot noir/fin lisere
URE Urease Jaune Rouge/orange
TDA Tryptopane TDA/immediat TDA/immediat
désaminase Jaune Marron-rougatre
IND Production d’idole James/immediat James/immediat
Jaune Rose
\Vert-pale/jaune
VP Production d’acetoine [VP1/\VVP2 VP1/\VP2
Aucune diffesion Diffusion du pigment
noir
GEL Gélatinase Bleu/bleu-vert Jaune/jaune gris
GLU Glucose fermentation |Bleu/bleu-vert Jaune
oxydation
MAN Mannitol Bleu/bleu-vert Jaune
fermentation
oxydase
IND Inositol fermentation  [Bleu/bleu-vert Jaune
d’acetoine
SOR Sorbitol fermentation |Bleu/bleu-vert Jaune
oxydation
RHA Rhamnose Bleu/bleu-vert Jaune
fermentation
oxydation
SAC Sucrose fermentation [Bleu/bleu-vert Jaune
oxyation
MEL Melibiose Bleu/bleu-vert Jaune
fermentation
oxydation
AMY Amygdalin Bleu/bleu-vert Jaune
fermentation
oxydation
ARA Arabinose Bleu/bleu-vert Jaune

fermentation

oxydase
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Annexe 10:

Examen cytologique :

Examen quantitatif :

Les différents éléments contenus dans un volume donné de ’urine comme les

leucocytes, les hématies et les bactéries ont été observés a 1’aide d’un microscope (tableau7)

.(Guessoum et Yakhlef,2017)

Tableau 18: Interprétation bactério- clinique

Leucocyturie Bactériurie |Interprétation et conduite a tenir

< 10M < 10N Urine normal, non infectée

< 10M < 10nM Infection urinaire mono bactérienne

< 10™M <1075 La discordance entre [’absence de réaction cellulaire et
I’importance de la bactériurie fait évoquer plusieurs hypotheses :
infection débutante ou une infection sur un terrain particulier
(immunodéprimé)

< 10M < 10M La Leucocyturie sans germes evoque la possibilité d’infection par
une bactérienécessite une recherche spéciale

Annexe 11 : Bandlettes uriniares

Tableau 19: Résultat obtenus par les bandelettes urinaires. ( Guessoum,Yekhlef,2017)

Paramétres Principe de la méthode Pathologie

pH Mise en évidence du pH pour la présence de [En complément d’autres
plusieurs indicateurs chromogénes paramétres

Glucose Mise en évidence du glucose Dépistage et contréle de diabéte

sucré oud'une hyper glycémie

Sang Mise en evidence de I'hémoglobine et de la [Infections graves des reins et des
myoglobine pour l'activité de péyroxydaseet |voiesurinaires
le virage d'un indicateur
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Proteines Mise en évidence de I'albumine grace au Symptdmes d'une maladie des
virage de couleur d'un indicateur de pH reins et voies urinaires
évaluation de la fonction
rénale:insuffisance rénale

Nitrites Mise en évidence des nitrites obtenue par [Infection bactérienne des reins
I'activité des nitrates réductase de certains |ou des voiesurinaires.
germes

Leucocytes Mise en évidence de l'activité des estérases [Symptomes d'infection urinaire

dans les leucocytes granulaires

Figure 99: Examen de la bandelette urinaires.
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Annexe 12 : Résultat de I’examen cytologique.

Figure 30: Observation microscopique des cristaux urinaire.(microbiologie-
clinique,2022)
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Figure 31:Observation microscopique des leucocytes (dreamstime,2022)

Figure 32: Observation microscopique des hématies (SVTbelrose,2011)
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Figure 33 :Observation microscopique des cellules épithéliales. (dreamstime,2022)
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Etude de ’antibiorésistance
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Résumé :

Notre travail vise la recherche et I’étude de quelques entérobactéries pathogenes ; parmieux le genre
Proteus sp. Qui provoque chez la majorité des personnes des infections urinaires ;ces derniéres sont les plus
connues et les plus dangereuses en constituant un véritable risque qui menace la santé publique vue leurs
dominances et leurs difficultés de traitement.

Le diagnostic de I’infection urinaire nécessite un examen cytobactériologique des urines ECBU.
Dans ce contexteon propose d’étudier et d’approfondir notre connaissance de la situation épidémiologique

chez Proteus en Algérie. Parmi une collection de 16 isolats de Proteus durant deux années (2018-2021) et du
premier semestre de 1’année 2022, une seule souche identifiée comme P. Mirabilis ; suivant les tests
d’orientations et d’identification biochimiques classiques; ainsi que la galerie API20E. Par la suite un
antibiogramme a été réalisé selon les recommandations du comité du réseau algérien par la méthode de

diffusion des disques d’antibiotiques sur un milieu gélosé.

L’antibiorésistance des entérobactéries aux antibiotiques est une menace a ne pas négliger. Cesbactéries
uréolytiques étudiées présentent une résistance nette a 100 % aux cyclines aux polymyxines et aux furanes.

Une résistance importante vis-a-vis des céphalosporines, une résistance modérée aux béta-lactamines, a I’
opposé ces souches presentent un faible taux de résistance aux deux familles aminosides,
quinolones/fluroquinoloes.

Suite au développement de résistance des bactéries aux différents antibiotiques, des mesures de controle
périodique et de surveillance doivent d’étre suivis pour prévenir ces infections, surtout dans les différentes
structures de soin au niveau local et national.

Mots-cléfs : Proteus sp, bactéries uréolytiques , identification , antibiorésistance .
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