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Résumé

La résistance aux différentes classes d’antibiotiques est devenue un probléme de santé mondial.
La prescription anarchique de ceux-ci et sans connaitre la posologie exacte favorisent davantage
I’essor de cette résistance.

Ainsi, le but de cette étude est de faire d’une part un constat sur les résistances aux antibiotiques
dans les infections urinaires et d’autre part mettre en place un test qui pourra relativement
remplacer le E-test pour la mesure de la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour une
posologie plus précise de I’antibiotique.

Nous avons, dans une premiére partie du travail, étudié 250 antibiogrammes positifs de patients
ayant des infections urinaires. Ensuite nous avons, pour une deuxiéme partie, confectionné deux
bandelettes, une cloisonnée et une autre a spots pour la mesure de la CMI.

Les deux bandelettes ont été testées, sur des souches de référence (Escherichia coli ATCC
25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), et sur des souches de patients ayant une
infection urinaire, repiquées a partir de boites d’antibiogrammes. Les résultats des souches de
référence sont validés une premiere fois par vérification des valeurs enregistrées dans le tableau
des valeurs limites des concentrations minimales inhibitrices pour les souches de références
retiré du livre de Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle national,
8éme édition, Avril 2020. Puis une deuxiéme fois, accompagnés de ceux du test des souches de
patients, par la méthode de référence pour la mesure de la CMI qui est celle de dilution sur
milieu gélosé.

Nous avons constaté une prédominance des entérobactéries (80.4%) suivies de Pseudomonas
spp (6.80%), Enterococcus spp (6.80%), Staphylococcus spp (4.80%) et au final de
Streptococcus spp (1.2%). La fréquence de résistance la plus élevés a été observé dans ce
groupe pour les antibiotiques suivant : I’ampicilline (76.62%) et I’amoxicilline (67.62%). Nous
avons observé également 100% de sensibilité des souches des entérobactéries envers
I’imipenéme.

Pour la mesure de CMI, la bandelette a spots donne des résultats plus proches de la méthode
de dilution sur milieu gélosé comparée la bandelette cloisonnée.

Réalisant la montée fulgurante de la résistance aux antibiotiques dans les infections urinaires,
la mesure de la CMI s’impose pour une prescription précise et efficace des antibiotiques. Notre

bandelette peut étre une alternative intéressante au E-test, offrant aux laboratoires d’analyses
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médicales un outil accessible financiérement et fiable techniquement sous réserve de confirmer
ces résultats ultérieurement.

Mots clés : Infections urinaires, Résistance aux antibiotiques, CMI, E-test
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Abstract

Resistance to different classes of antibiotics has become a global health problem.

The anarchic prescription of these and without knowing the exact dosage promote the growth
of this resistance.

Thus, the purpose of this study is to make an observation on one hand on antibiotic resistance
in urinary tract infections and on the other hand to put in place a test that can relatively replace
the E-test for the measurement of the minimum inhibitory concentration (MIC) for a more
accurate dosage of the antibiotic.

In the first part of the work, we studied 250 positive antibiograms of patients with urinary tract
infections. Then we have, in the second part, made two strips, one partitioned and another with
spots for the measurement of the MIC.

Both strips were tested, on reference strains (Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853), and on strains of patients with urinary tract infections, retrieved
from antibiograms. The results of the reference strains were validated for the first time by
checking the values recorded in the table of limit values of the minimum inhibitory
concentrations for the reference strains removed from the Standardisation of sensitivity tests
antibiotics at the national level, 8th edition, April 2020. Then a second time accompanied by
those, the test of patient strains, by the reference method for the measurement of the MIC which
is the dilution on agar medium.

We found a predominance of enterobacteria (80.4%) followed by Pseudomonas spp (6.80%),
Enterococcus spp (6.80%), Staphylococcus spp (4.80%) and ultimately Streptococcus spp
(1.2%). The highest frequency of resistance was observed in this group for ampicillin (76.62%)
and amoxicillin (67.62%). We also observed 100% sensitivity to imipenem.

For the measurement of MIC, the spots’ strip gives results closer to the method of dilution on
agar medium compared to the partitioned strip.

Realizing the meteoric rise of antibiotic resistance in urinary tract infections, the measurement
of MIC is necessary for a precise and effective prescription of antibiotics. Our test strip can be
an interesting alternative to E-Test, offering medical laboratories a financially accessible and
technically reliable tool subject to confirming these results later.

Keywords : Urinary Tract Infections, Antibiotic Resistance, MIC, E-test
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Introduction

Les maladies infectieuses ont toujours été I’'une des premieres causes de morbidité et de
mortalité dans le monde (Jauffret-Roustide et Nicolay,2008), parmi lesquelles, on retrouve les
infections urinaires qui sont les infections les plus rencontrées apres les infections respiratoires.
La découverte des antibiotiques a créé 1’espoir d'enrayer toutes les maladies infectieuses.
Cependant, I'exposition croissante des bactéries aux antibiotiques a favorisé la sélection de
souches résistantes, entrainant parfois des blocages thérapeutiques mettant fin a cette “fatale
illusion “ (Sekhsokh et al., 2008 ; Mangin,2016).

Face a la montée fulgurante de la résistance aux antibiotiques, il devient indispensable de les
utiliser de maniére rationnelle afin de préserver leur efficacité (Jauffret-Roustide et
Nicolay,2008).

Ainsi, ’optimisation des traitements d’antibiotiques en plus d’une meilleure gestion de ces
derniers serait le fruit d’une collaboration entre cliniciens et microbiologistes, passant par
exemple par 1’évaluation de 1’activité des antibiotiques par 1’antibiogramme, suivie de la
concentration minimale inhibitrice (CMI). Ceux-ci interviennent dans le choix de la molécule
et de la posologie (Aubert et Carricajo ,2004).

Pour étre réalisée en routine, la méthode de référence de la détermination des CMI par la
technique de dilution en milieu gélosé est longue et fastidieuse. En revanche, la technique du
E-test a révolutionné la mesure de la CMI par sa rapidité (Perry et al., 1999).

Toute fois elle reste chére et inaccessible en Algérie. Un inconvénient qui a été derriére notre
intérét a confectionner un test qui pourrait remplacer un tant soit peu le E-test.

Cet objectif sera accompagné d’un défrichement du terrain par le biais d’une étude rétrospective
pour I'évaluation des résistances des germes pathogeénes retrouvés dans les infections urinaires
face aux antibiotiques.

Nos deux objectifs ont été réalisés au sein du laboratoire d’analyses médicales du Dr. Hachmi
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1.1. Les infections urinaires

1.1.1 L’urine et ’appareil urinaire

1.1.1.1. L’urine
L’urine est produite par colature du sang par les reins. Ce liquide biologique
normalement stérile contient des déchets corporels et il sera éliminé de I'organisme par le biais

du systeme urinaire (Botto et al.,2003).

1.1.1.2. L’appareil Urinaire
L'appareil urinaire est un systeme biologique responsable de la production, le stockage et
I'évacuation des urines (Laforet,2009). Il a un réle primordial dans le fonctionnement du corps
humain dont : le maintien de 'homéostasie et I’expulsion des déchets toxiques (Dupont,2015).
Il se compose de (figure 1) :
e Deux reins symétriques en forme d’haricots qui assurent la filtration du sang, le maintien
de I’homéostasie et la fabrication par la suite des urines
e Deux uretéres qui sont des canaux dont la fonction principale est de conduire 1’urine des
reins jusqu’a la vessie
e Une vessie dont les deux réles principaux sont la collecte des urines et par la suite leur
évacuation. (Laforet, 2009).
e Un uretre qui est la voie d'élimination de 1’urine de la vessie vers le milieu extérieur, il

varie selon le sexe (Hakkache,2015).
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Rein

Méat urinaire
Anus

Méat urina

HOMME FEMME
Urétre long urétre court
Distance urétre - anus importante Distance urétre-vagin-anus
rapprochée | facteur favorisant

Figure 1: Le systéme urinaire chez I’homme et la femme (Hakkache,2015)

1.1.2. L’infection urinaire
L’infection urinaire est définie comme étant une invasion de micro-organismes d’un ou
de plusieurs tissus de 1’arbre urinaire qui induit une réponse inflammatoire et des symptomes
d’intensité variable selon le licu de I’infection (Benhiba et al.,2015).
1.1.2.1. Modes de colonisation

Il existe deux voies de colonisation bactérienne : la voie ascendante et descendante

1.1.2.1.a. Voie ascendante

La plus fréquente, elle résulte d’une remontée de germes du méat urétral a la vessie, elle

peut étre spontanée ou provoquée.

% Spontanée : Elle est généralement provoquée par des germes provenant de la flore
fécale. Elle est plus courante chez la femme que chez I’homme vu les dispositifs
anatomiques (uretre plus long chez ’homme).

% Provoquee: D0 aun risque iatrogéne instrumental comme par exemple une montée
de sonde ou cystoscopie, elle entraine une remontée de germes du méat urétral a la
vessie, voire aux ureteres.

1.1.2.1.b. Voie descendante :
C’est la voie la moins rencontrée, on retrouve la voie Lymphatique et la voie

Hématogene.
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% La voie lymphatique : Elle implique la migration des bactéries du célon par la voie
lymphatique vers la voie d'excrétion urinaire, ou elles provoquent une bactériurie
initiale, qui se transforme ensuite en une véritable infection secondaire
(TRAORE,2006)

« Lavoie hématogene : C’est la colonisation du rein par des germes présents dans le sang

lors d’une septicémie pendant la filtration glomérulaire (Vorkaufer , 2018).

1.1.2.2. Les types d’infection urinaire
L'infection urinaire est classée en deux catégories selon le lieu d’infection, on parle alors
d’infection haute et basse.
L'infection haute correspond a une pyélonéphrite et I’infection basse comprend une cystite, une
urétrite et une prostatite (Talha,2021).

1.2.2.2.a. Les infections urinaires hautes

% La pyélonéphrite : C’est une atteinte des reins, elle s’accompagne d’un état fébrile et

douleur a la percussion de la loge rénale. (Emonet et al.,2011).

1.2.2.2.b Les infections urinaires basses :

X/

% La cystite : C’est I’inflammation de la vessie, le plus souvent d'origine bactérienne,
bénigne, toujours d'origine ascendante (Stark, 1997).
< L’urétrite : C’est une infection sexuellement transmise, elle touche l'urétre masculin
provoquant une inflammation (Masson, 2002).
% La prostatite: C’est une infection génito-urinaire retrouvée chez les hommes
uniquement. Elle est définie comme étant 1’inflammation de la glande prostatique
(Barry ,2021).
1.1.2.3. Les facteurs favorisants I’infection :

I.1.2.3.a. Liés a labactérie :

Ce sont les facteurs d'adhésion et de virulence produits par les bactéries uropathogenes
et la présence d'un important inoculum bactérien dans les voies urinaires (Djennane et al .,
2009)

1.1.2.3.b. Liés a I’haute :

e Age avanceé : I’incontinence urinaire et les troubles mictionnels


https://www.zotero.org/google-docs/?IClWIy
https://www.zotero.org/google-docs/?qgGlbB
https://www.zotero.org/google-docs/?NL2fuw
https://www.zotero.org/google-docs/?iZaZL2
https://www.zotero.org/google-docs/?iZaZL2
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e Sexe féminin : I’'urétre féminin plus court et proche du vagin et du périnée ce qui rend
sa colonisation par des bactéries d’origine fécale plus facile contrairement au sexe
masculin qui ont un urétre plus long et moins exposé aux infections urinaires.

e Antécédents d’infections urinaires récidivantes

o L’¢tat physiologique : Grossesse

o Les maladies : le diabete, I’immunodépression, 1’insuffisance hépatique ...

o Facteurs genétiques : le phénotype non sécréteur du facteur de lewis des groupes
sanguins ABO, les antécédents d’infection urinaire maternelle et dans I’enfance.

« Facteurs anatomiques : anomalies génito-urinaires fonctionnelles et anatomiques

« Facteurs comportementaux : rapports sexuels fréquents, hygiene négligée ou excessive,
I’utilisation de spermicides ...

o Prise récente d’antibiotiques, quel qu’en soit le motif de prescription.

o Lesondage et les gestes endo-urétral ( Lobel et Soussy , 2007;Vorkaufer , 2018).

.

1.2.4. Les bactéries pathogenes communes impliquées dans les infections urinaires
Généralement, ces infections sont dues a des bactéries provenant du tube digestif.

Dans la grande majorité des cas, on trouve les Entérobactéries en téte de liste avec

prédominance de Escherichia_coli_dans 90% des cas suivie de Proteus mirabilis.

Chez la jeune femme on note la présence de Staphylococcus saprophyticus.

Dans des cas plus rares on peut trouver : Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium

urealyticum et Entérocoques (Pilly ,2019).

|.2. L’antibiothérapie et la résistance bactérienne

1.2.1. Définition d’un antibiotique

Un antibiotique est une substance naturelle ou synthétique capable d’inhiber la
croissance d’un micro-organisme ou de le détruire. Il est utilisé a des fins thérapeutiques dans

le cas des maladies d’origine bactérienne (Etebu et Arikekpar ., 2016 ).

1.2.2. Les classes d’antibiotiques
Il existe cing principales classes, ces classes peuvent elles aussi étre divisées en sous-
classes.
1.2.2.1. Les béta-lactamines
L’ensemble des molécules appartenant a cette famille contient un noyau béta-lactame

qui est la partie active de la molécule. Cette famille contient un groupe principal connu sous le

5
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https://www.zotero.org/google-docs/?cZFPLh

Chapitre | Synthése bibliographique

nom de Pénicillines qui est divisé en (Pénicilline G et Y, formes retard (Benzathine
Benzylpénicilline), Peénicilline du groupe A (Amoxicilline), Pénicilline du groupe M
(Cloxacilline, Oxacilline), Carboxypénicillines (Ticarcilline), les Uréidopénicillines
(Pipéracilline), les Aminopénicillines (Pivmecillinam), la Témocilline (dérivé de la
Ticarcilline).
Puis derriére les Pénicillines on a un autre principal sous-groupe nommeé Céphalosporines.
Ces céphalosporines sont divisées en 3 générations :
» Céphalosporine de lere génération ou C1G (Céfalexine, Céfalotine, Céfazoline)
» Céphalosporine de 2eme génération ou C2G (Céfuroximes, Céfoxitine)
> Céphalosporine de 3eme génération ou C3G (Céfixime, Cefpodoxime, Céfotiam,
Céfepime, Céfotaxime, Ceftazidime, Ceftriaxone).
En dernier il y a les Carbapénemes avec I’Ertapénéme, I’Imipenem, Méropénem en

ajoutant a cela un Monobactam, 1’ Aztréonam.

1.2.2.2. Les aminosides
Sont constitués de deux principaux sous-groupes en fonction de la substitution sur
I’ Aminocyclitol (aglycane) :
» Sous-groupe des Désoxystreptamines substitués en 4,6 qui inclut 1’Amikacine et la
Tobramycine (dérivés de la Kanamycine) et la Gentamicine et ses dérivés (Nétilmicine).
» Sous-groupe des Désoxystreptamines substitués en 4,5 qui inclut la Néomycine.
En dernier la Streptomycine qui n’appartient a aucun sous-groupe car c’est un dérivé

non substitué de la Streptamine.

1.2.2.3. Les macrolides et apparentés
IIs se divisent en 3 catégories :
» Les macrolides vrai ou macrolides a 14 chainons qui inclut la Clarithromycine,
I’Erythromycine, la Zoxithromycine et la Dirithromycine
» Les macrolides particuliers a 15 chainons
= Les Azalides (azithromycine)
= Les Kétolides (télithromycine dont la commercialisation a cessé

récemment)
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» Les macrolides a 16 chainons, Spiramycine et ses dérivés ( josamycine ,
midécamycine ) .
Les lincosamides (Clindamycine, Lincomycine) et les  synergistines
(Dalfopristine,Quinupristine et Pristinamycine) appartiennent a la catégorie des

apparentés.

1.2.2.4. Les quinolones et fluoroquinolones

Sont divisées en :

» Quinolones de ler génération (acide pipémidique, flumérique dont I'arrét de
commercialisation date du début dannée 2019) et fluoroguinolones (enoxacine,
loméfloxacine, norfloxacine), cette subdivision (quinolones Zler génération et
fluoroquinolones est a visée urinaire)

» Fluoroquinolones a visés systémiques (Ofloxacine, Ciprofloxacine, Péfloxacine qui a
été éliminée)

» Fluoroquinolones anti-pneumococciques ils agissent principalement sur le
pneumocoque (Moxifloxacine et Lévofloxacine)

Les quinolones et fluoroquinolones sont a utiliser avec précaution suite a la présence de

nombreuses résistances.

1.2.2.5. Les cyclines
Sont aussi connues sous le nom de Tétracycline on retrouve la Lymécycline, Doxycycline,
Minocycline et Tigécycline.

» En plus des cing classes citées précédemment, on retrouve : les fosfomycines, les
lipoglycopeptides ou glycopeptide (Vancomycine, Teicoplanine, Dalbavancine), un
lipopeptide (Daptomycine), les polymyxines, les phénicoles, les oxazolidinones,
I’acide fusidique, quinoléines, la mupirocine, les sulfamides et triméthoprime, les

produits nitrés et les antituberculeux. (Veyssiere, 2020).
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1.2.3. Modes d’action des antibiotiques

Chaque classe d’antibiotique a son mode d’action et son lieu d’action (figure2).

1.2.3.1. Les béta-lactamines
Leur cible principale est la paroi bactérienne, plus exactement les enzymes intervenant
dans la synthése de cette derniere en agissant comme inhibiteurs compétitifs. 1ls inhibent la
synthése du peptidoglycane présent dans la paroi bactérienne des Gram positifs et Gram
négatifs, engendrant une inhibition de la division bactérienne et de la croissance, une

déformation bactérienne et une lyse rapide (Bush et Bradford ,2016).

1.2.3.2. Les aminosides
lIs ont pour cible la synthése des protéines, plus exactement la sous unité 30s des
ribosomes bactériens. Ils provoquent des erreurs lors de la lecture de I’ARNm ce qui induit une

synthese erronée des protéines (Mingeot-Leclercq et al., 1999).

1.2.3.3. Les macrolides
IIs se fixent sur la sous unité 50s des ribosomes bactériens et inhibent la synthése des
protéines. Ils empéchent 1’¢longation de la chaine peptidique en se fixant a I’entrée du tunnel

qui permet la sortie de cette chaine (Canu et Leclercg, 2002).

1.2.3.4. Les quinolones et fluoroquinolones
Les quinolones bloquent la synthese de I’ADN en ayant comme cible les 2 enzymes,
I'’ADN-gyrase et la topoisomérase I, responsables du maintien de la structure de I’ADN.
L'inhibition de ces deux enzymes induit un signal engendré par le blocage de la réplication et
I’accumulation de I’ADN coupé, ce qui active le systeme SOS qui va provoquer la mort de la

cellule bactérienne (Mérens et Servonnet, 2010).

1.2.3.5. Les tétracyclines
Les tétracyclines ciblent les ribosomes bactériens, plus exactement la sous-unité 30S et
inhibent la synthése des protéines en empéchant I’attachement de 1I’ARNt-aminoacyle au site

de I’accepteur ribosomique (A) (Chopra et Roberts, 2001).
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1.2.3.6. Autre

1.2.3.6.a. Les polymyxines: Leur cible principale est le
lipopolysaccharide des membranes externes des bacilles a Gram négatif. Elles
causent la lyse de la membrane plasmique ce qui induit la mort de la bactérie
(Dortet et al., 2016)

1.2.3.6.b. La fosfomycine : Elle bloque 1’étape initiale de la synthése de
la paroi bactérienne en inhibant une enzyme responsable de la premiere étape de
la synthése du peptidoglycane (Pourbaix et Guérin,2016)
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Gl d Y
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b } ] [ ] ®
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|Oxalld|ncnes| |Hl amcm:lne]—- Transcription N Pompe
C! Y , ?Lychms I‘CHEIS_)L}[AL' [uSldlquc] C '_‘) ﬁ aglux

Aminosides
) 6 ﬁa
Chloramphénmal
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Figure 2 : Les différents modes d’action des antibiotiques (Chaussade et al. 2013)

1.2.4. La résistance bactérienne

C’est la capacité d’une bactérie a survivre et a lutter contre un antibiotique, ce qui
entraine I’absence de tout effet bactéricide et/ou bactériostatique sur celle-ci (MacGowan et
Macnaughton., 2017)

Cette résistance peut étre intrinseque ou acquise :


https://www.zotero.org/google-docs/?qcltbB
https://www.zotero.org/google-docs/?oAMG8z

Chapitre | Synthése bibliographique

1.2.4.1. La résistance intrinséque (naturelle)

Se définit comme une tolérance voire une insensibilité vis a vis d’une molécule
particuliére. On la trouve chez toutes les bactéries de la méme espéce ou du méme genre. Elle
définit le spectre d’action de I’antibiotique. La diminution de la sensibilité a un antibiotique
peut étre dd a :

o Une affinité diminuée du composé pour la cible bactérienne (par exemple la
faible affinité de I’acide nalidixique pour la gyrase des entérocoques.

e La molécule d’antibiotique n'accéde pas a la cellule bactérienne
(imperméabilité de la membrane externe des bactéries Gram- aux glycopeptides
comme la vancomycine).

e Ejection de I’antibiotique par des pompes a efflux chromosomiques (Résistance
au tétracycline, chloramphénicol et aux quinolones chez Pseudomonas
aeruginosa)

o Inactivation de I’antibiotique par la production d’enzyme (la production d’une

B-lactamase AMPc chez certains membres de la famille des Enterobacteriaceae.

1.2.4.2. La résistance acquise
Elle se définit comme une caractéristique propre a quelques souches bactériennes
d’un genre ou d’une espéce particuliere, conduisant a la diffusion de résistance au sein de

populations de gerles normalement sensibles (Guardabassi et Courvalin, 2006).
1.2.5. Les principaux mécanismes de résistances

Afin de neutraliser I’action des agents antibactériens, les bactéries ont développé

différents mécanismes (figure 3)

10



Chapitre 1 Syntheése bibliographique

Figure 3 : Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans les bactéries Gram
négatifs ( Guardabassi et Courvalin ,2005)

1.2.5.1. Inactivation enzymatiques
Des enzymes entrent en scéne pour la modification de la molécule d’antibiotique par
adenylation, phosphorylation ou acétylation. Cette molécule peut aussi étre degradée par
I’enzyme comme chez les bactéries a Gram négatif dont les entérobactéries (B-lactamases qui

ciblent les B-lactamines) (Boutal, 2018).

1.2.5.2. Imperméabilité

Ce phénomene s’observe chez les Gram négatif car ils possédent une membrane externe
qui est composée de phospholipides et d’une couche de LPS qui agissent comme une barriére
sélective d0 a des glycopeptides anioniques, en ajoutant a cela la présence de porines qui
permettent de faire circuler des molécules hydrophiles de taille limitée vers I’espace
périplasmique et qui empéchent les antibiotiques lipophiles d'entrer dans la cellule. De plus, les
bactéries a Gram négatif ont la possibilité de faire sortir des éléments comme des déchets
métaboliques, des antibiotiques qui auraient des caractéristiques similaires a leurs substrats par
différent systeme (Cockenpot ,2014)

1.2.5.3. Efflux actif
Par présence d’une pompe membranaire chez les bactéries, appelées pompes d’efflux

qui engendrent une réduction des concentrations intracellulaires d’antibiotiques (Cattoir, 2004)

11
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1.2.5.4. Modification de la cible

Cela entraine une perte d’activité de celui-ci, soit par :

» Moadification quantitatives : Comme par exemple la résistance naturelle de Mycoplasma
face aux B-lactamines di a I'absence de paroi

» Modification qualitatives : C’est un mécanisme fréquent de la résistance acquise cela
est d0 a une modification de la structure de la cible

» Protection de la cible : C’est une défense réversible de la cible comme par exemple
I'élaboration de protéines empéchant la fixation des quinolones (Lesseur ,2014 ; Cardot
martin ,2019)

1.2.6. Facteurs favorisants la résistance bactérienne

» Utilisation abusive dans le milieu vétérinaire :

Les animaux ont eux aussi recours aux antibiotiques face a une infection bactérienne car
seuls des animaux sains peuvent fournir des denrées alimentaires sans risque pour la santé du
consommateur. La majorité des animaux sont élevés en groupe et compte tenu de la proximité
des animaux, le risque de contamination est grand. Le vétérinaire sera dans 1’obligation de
prescrire un traitement a I'ensemble du groupe sans attendre que les animaux manifestent des

symptomes.

» Arrét du traitement :

Pour obtenir une guérison définitive, il faut respecter la durée d’un traitement. Dans certains
cas, pour favoriser la bonne observance des traitements, cette durée tend a étre diminuée.
Cependant, l'arrét ou la durée précoce du traitement et la consommation d’antibiotiques & une
concentration sub-inhibitrice provoquent un stress qui augmente la pression de sélection et ainsi

augmente la résistance.

» Prescription d’antibiotiques pour des pathologies virales :
Il y’a longtemps de cela, les antibiotiques ont été prescrits a tort par les médecins. Certains
symptémes sont communs chez les infections virales et bactériennes et pour cela, les médecins
ont alors recours a des examens complémentaires pour pouvoir faire une distinction (ECBU,

Numération sanguine, bandelette urinaire).
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» Ultilisation du mauvais antibiotique pour la mauvaise bactérie :

Pour éviter cela il est conseillé de procéder a des examens plus spécifiques qui permettent
de trouver le germe en question, par exemple, des techniques de coloration sont utilisées
notamment la coloration de Gram pour distinguer entre les bactéries & Gram positif ou Gram

negative (Veyssiere 2020).

1.2.7. Conséquences de ’antibiorésistance

L’utilisation inadaptée des antibiotiques et 1’administration répétée de ceux-Ci chez
I’homme ou I’animal crée des conditions appelées une pression de sélection, favorisants
I'acquisition et la dissémination de souches résistantes aux antibiotiques. Le phenoméne
d'antibiorésistance a pris une ampleur considérable conduisant a la difficulté voire
I’impossibilité de traiter certains infections (Santé publique 2022).

Cette impasse thérapeutique a un impact majeur sur la santé publique et économique
allongeant les durés et codts de traitement. Mondialement, ces surcodts sont estimés entre 300
et 1000 milliard de dollars par an d’ici 2050 (Boutal, 2018).

1.3. Antibiothérapie des infections urinaires

La prescription d’antibiotique et 1’évaluation de la réponse au traitement sont une
pratique quotidienne et afin d’assurer le fonctionnement de 1’antibiothérapie, une bonne

interprétation de 1’antibiogramme s’ impose (Pajot et Regnier 2007).

1.3.1. L’antibiogramme

L’antibiogramme est un test qui aide a mesurer la capacité des antibiotiques a inhiber la
croissance bactérienne in vitro. Par conséquent, il livre des informations sur la sensibilité des
bactéries aux agents anti-infectieux (Benouda et Tagajdid, 2008).

L’antibiogramme a un r6le crucial pour la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) d’une souche bactérienne vis-a-vis des divers antibiotiques. Par définition,
la CMI est la plus faible concentration d'antibiotique capable d’induire une inhibition de la

croissance bactérienne visible a I'eeil nu (Faraj, 2011)
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1.3.1.1. Méthode de diffusion sur milieu solide

On retrouve la méthode des disques et la méthode du E-test (Marcel, 2005)

1.3.1.1.a. Meéthode des disques

C’est la plus souvent utilisée par les laboratoires. A la surface d’un milieu gélosé
préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier, des disques de papier
buvard imprégnés d’antibiotique a tester y sont déposés. Les disques s’entourent de zones
d'inhibitions circulaires correspondant a une absence de culture
Interprétation : Le diamétre de la zone d’inhibition est mesuré et ensuite transformé en
‘S’(sensible), ‘R’(résistant) ou ‘I’(intermédiaire) (Jehl et al., 2015).

1.3.1.1.b. Bandelette contenant un gradient prédéfini et continu de
concentration d’antibiotiques (E-TEST)

Le "E-test " est une méthode de mesure des CMI des agents antimicrobiens contre les
bactéries, basée sur la diffusion d'un gradient antibiotique préformé a partir d'une bandelette en
plastique.

La performance du test E a été évaluée par comparaison avec la méthode traditionnelle

de CMI par dilution en gélose (Brown et al.,1991)

1.3.1.2. Méthode de dilution

1.3.1.2.a. Macro/micro-dilution en milieu liquide ou dilution en

gélose
Ce sont des méthodes de référence pour mesurer les CMI. Le principe de ces méthodes
consiste a préparer des dilutions d’un antibiotique dans un milieu de croissance liquide ou
solide. Ce milieu contenant des concentrations décroissantes d’antibiotique est inoculé avec

une suspension bactérienne incubée pendant 18-24h. (IPA, 2020).

1.3.2. Intérét de la mesure de la CMI

Dans certains cas, le diamétre d'inhibition sur I'antibiogramme approche d'un point
critique et la connaissance précise des CMI est importante et peut étre tres utile.

Il est aussi nécessaire de connaitre la CMI dans le cas de certaines infections graves (par
exemple, des pyélonéphrites graves, des endocardites ...etc.) ou la concentration tissulaire de
I’antibiotique doit étre bien supérieure a la CMI de la bactérie pour que cet antibiotique soit

efficace (Jolyguillou, 2006).

14


https://www.zotero.org/google-docs/?hri6IA
https://www.zotero.org/google-docs/?B3SEMr

Chapitre 11 :

Matériel et méthodes

J




Chapitre 11 Matériel et méthodes

Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Notre étude a eu lieu au niveau du laboratoire d’analyse médicales du DR Hachmi Ould
Rouis a Blida, sur une période de 6 mois allant de Janvier a Juin 2022.
Portant sur une étude de la résistance en rétrospectif regroupant 250 patients présentant une
infection urinaire.
Parmi les 250 dossiers étudiés, 18 ont été choisis afin de récupérer leurs souches pour la
tentative de mettre en place une méthode qui permet la mesure de la CMI en mimant le E-test

commercialisé.

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique

Nous avons travaillé sur 18 souches de patients isolées d’antibiogrammes positifs
choisies au hasard. Parmi ces souches, on retrouve 15 entérobactéries (11 Escherichia coli et 4
Klebsiella pneumoniae) et 3 Pseudomonas aeruginosa.

Deux souches de références ont été également utilisées au cours de nos tests
microbiologiques dont Escherichia coli ATCC 29522 et Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853.

11.1.2. Matériel non biologiques

Le matériel non biologique est représenté par les instruments, les appareillages, les
milieux de cultures, disques d’antibiotiques utilisés ainsi que le matériel utilisé pour la

confection de notre bandelette (Annexe I).

11.2. Méthodes

11.2.1. Etude de la résistance

Afin d’évaluer la résistance bactérienne envers les différentes classes d’antibiotiques
dans les infections urinaires et voir envers quel antibiotique les bactéries présentent le plus de
résistance ou au contraire, le plus de sensibilité, 250 dossiers d’'antibiogrammes positifs ont eté
analyses.

Différents parameétres ont été recueillis pour chaque patient (Age, sexe, bactéries isolées

et profil de résistance aux antibiotiques).
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11.2.2. Conception d’un test mimant le E-Test commercialisé (CMI)

11.2.2.1. Approche d’une conception artisanale

Pour une premicre approche d’une application traditionnelle artisanale d’un kit
commercial, on commence par la fabrication de disques d’antibiotiques et par la suite mettre en
place notre bandelette qui pourra peut-&tre nous permettre de mesurer la CMI.
Les disques ont été congus a 1'aide d’un appareil appelé machine a ceillets (Annexe 1). Cet
appareil confectionne des disques de diamétre de 6mm.

Tous ces antibiotiques ont été comparés avec un disque de référence de la marque Bio-
Rad en se référant aux valeurs des charges de disques trouvées dans le tableau tiré du livre de
standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale, 8¢me édition,
Avril 2022 (Annexe 11).

Cing antibiotiques ont été sélectionnés pour nos essais. Il s’agit de la Gentamicine, la
Ciprofloxacine et I’Imipénéme testés sur Escherichia coli ATCC25299 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853 ainsi que 1’Augmentin (Amoxicilline + acide clavulanique) et la
cefazoline testés sur Escherichia coli ATCC25922.

» Chaque disque a été testé 20 fois

Voici les étapes qu’on préconise :
11.2.2.1.a. La gentamicine
Diluer la solution mére de concentration initiale de 80mg/2ml (40 mg/ml) au 1/40 pour
aboutir & une charge de disque de 10pg.
Prendre 10ul de la solution finale, la déposer sur le disque et le laisser sécher quelques
minutes dans le sécheur puis le conserver dans une boite stérile au congélateur jusqu’au moment
de I'utilisation. (Le méme principe sera suivi pour la gamme des antibiotiques cités par la suite,

la seule différence est celle des dilutions)

11.2.2.1.b. La ciprofloxacine
Diluer la solution mére de concentration initiale de 200 mg/100ml. Prendre 1ml de la
solution mére et lui ajouter 3ml d’eau distillée (dilution de Y) pour aboutir a une charge de
disque de 5 pg.
11.2.2.1.c. L'Imipeneme
Diluer 500 mg de poudre d’antibiotique dans 10 ml d’eau distillée puis faire une dilution

au 1/50 pour aboutir a une charge de disque de 10pg.
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11.2.2.1.d. L’ Augmentin
Prendre 1 sachet d’augmentin d’1g/125mg (1g pour 1’amoxicilline et 125 mg pour
I’acide clavulanique). En additionnant les deux dosages, on obtient 1125mg.
Les 1125mg ont été dilués dans 3,75ml d’eau distillée pour aboutir a une charge de
30ug.
11.2.2.1.e. La céfazoline
Diluer 1 g de poudre d’antibiotique dans 10 ml d’eau, prendre 100 pl de la solution en

ajoutant 3,33ml d’eau pour aboutir a une charge finale de 30 pg.

Le tableau I ci-dessous résume toutes les étapes citées auparavant

Tableau I : Les antibiotiques utilisés pour la conception des disques ainsi que leur dilutions

Antibiotique Posologie Dilution Concentration initiale voulue
Gentamicine 40mg/mi 1/40 10ug
Ciprofloxacine 200mg/100ml 1/4 5ug
Imipeneme 500mg 1/50 10 ug
Diluer dans
Amoxicilline+Ac.clav | 1g/125mg 30 pg
3,75ml

Diluer dans 10ml
] _ puis prendre

Céfazoline 19 ) 30 g
100pl et rajouter

3,33ml d’eau

11.2.2.3. Confection de la bandelette

11.2.2.3.a. Bandelette cloisonnée (ancienne bandelette)
Pour la confection de notre bandelette, on aura besoin de papier buvard, ciseau, regle,

stylo.

On commence par découper a 1’aide d’un ciseau des bandelettes de dimension de 0,5*0,5 a
8cm de hauteur divisées en plusieurs cases (16 cases).

o Pour notre premiere tentative, la bandelette n'était pas cloisonnée.

Sur chaque case, une concentration (x) d’antibiotique est déposée en partant de la
concentration la plus faible a la concentration la plus élevée.
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Le premier antibiotique testé sur cette bandelette est la céfazoline qui est commercialisé
sous forme de poudre injectable d’1g

En se référant aux valeurs retrouvées dans la méthode de dilution sur milieu gélosé (CMI
partant de 512ug/ml a 0,016ug/ml), on dilue 1g de poudre d’antibiotique dans 9,765ml d’eau
distillée et on fait des dilutions de demi en demi pour aboutir a une concentration partant de
512ug/5ul & 0,016ug/5ul (dans notre bandelette on ne peut pas déposer un millilitre par case
donc on a procédé par la préparation d’une solution qui va nous permettre de prendre 512ug par
5ul qui est une quantite adéquate pour le dépét ).

Prendre Sul de chaque dilution et la déposer sur la bandelette en partant de la case 1 jusqu’a

la case 16 en débutant de la concentration la plus faible comme montré sur la figure 4 :

512ug/5ul
256ug/5ul

128ug/5pl
64ul/5ul

32ug/5ul
16ug/5ul
8ug/Sul
4ug/5ul
2ﬂ8/5ﬁ|
1ug/5ul 0.5pg/5ul

0.25ug/5ul

0.125ug/5ul

0.063ug/5ul
0.032ug/5ul

0.016ug/5ul

el s [ale A boli 1612 7

Figure 4 : Disposition des différentes concentration d’antibiotique sur la bandelette

Ayant eu une dispersion trop rapide de 1’antibiotique entre les différentes cases, on
décide de changer les dimensions de cette bandelette. On fabrique donc une bandelette de
8,4cm, devisée en 14 cases de 0,6x0,6cm, cloisonnée en vernis & ongles et ceci aprés avoir
testés les différents types de cloisons (résine, colle d’écolier, pistolet a colle, colle rapide,
vernis)

Au final, pour la céfazoline, on change les dilutions d'antibiotiqgue. On décide de
simplifier et de diluer 1 g de poudre d’antibiotique dans 10 ml d’eau physiologique pour aboutir
a une concentration initiale de 500ug/5pl.

Notre intervalle de dilution est montré sur la figure suivante (figure 5) :
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125pg/5pl

62.5pug/5pl
31.15pg/5pl

15.625pg/5pl

7.812pg/5pl
3.906pg/5pl
1.95pg/5p!
0.97pg/5ul

0.48pg/5pl
0.24pg/5pl

0.122yg/5
- 0.061pg/5p1
0.030pg/5pI

Figure 5: Les différentes concentrations d'antibiotiques déposées sur la bandelette de
0,6x0,6 cloisonnée pour la Céfazoline

En gardant le méme modéle de bandelette, on teste celle-ci pour la ciprofloxacine.

L’antibiotique est sous forme de solution injectable de concentration équivalente a 100

mg/200 ml (sachant que200 mg/100 ml =10ug/5ul). On réalise des dilutions de demi en demi

Ce qui fait qu’on obtient un intervalle de dilution sur notre bandelette partant de

0,0012ug/5ul & 10 pg/5ul comme montré sur la figure 6 :

10pug/5pl
5ug/5ul
2.5ug/5u1
1.25ug/5pl
0.625ug/5ul
0.3125pg/5pl1
0.156ug/5ul

0.078ug/5ul
0.039ug/5ul

0.019ug/5ul
0.0097pa/5ul

0.0048ug/501
* 0.0024pg/5p1

s fm@‘
IS G

Figure 6: Les différentes concentrations d'antibiotiques déposées sur notre bandelette pour
la Ciprofloxacine

11.2.2.3.b. Bandelette a spots (nouvelle bandelette)
Ayant eu un probléme de résultats avec I’ancienne bandelette (bandelette cloisonnée),

nous avons opté pour une nouvelle bandelette a spots qui est assez simple a réaliser.
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Tout d’abord il suffit de réaliser des disques comme ceux confectionnés pour les disques
d’antibiotiques puis numéroter chaque disque de 1 jusqu'a 12 (cela est ajustable selon les
valeurs de concentration souhaitées). En utilisant les mémes dilutions réalisées précédemment
pour la bandelette cloisonnée sur la céfazoline et la ciprofloxacine, on vient déposer sur chaque
disque la valeur appropriée d’antibiotique en débutant par la plus faible concentration par
exemple pour la céfazoline sur le disque ou il est noté numéro 1 on vient déposer la
concentration la plus faible qui est de 0,015ug/5ul et ainsi de suite (le méme principe que celui
vu précédemment dans la bandelette cloisonnée).

Aprés avoir mis les disques dans le sécheur, on vient les coller a I'aide du vernis a ongles

sur un support en plastiqgue comme montreé sur la figure suivante (figure7) :

e
o
©
©
o
©
L
&
o
3]
2]
@

Figure 7: lllustration de la nouvelle bandelette a spots

11.2.2.4. Validation de ’efficacité et la stabilité des bandelettes

Ayant réalisé nos bandelettes et deposé les concentrations d’antibiotique qui
conviennent sur chaque cases, on vient tester celles-la sur les deux souches de control (E.coli
ATCC 25922 et P.aeruginosa ATCC27853). Pour la ciprofloxacine, les deux souches seront
testées par contre pour la céfazoline seulement E.coli ATCC 25922 sera testée car les souches
de Pseudomonas spp presentent une résistance naturelle envers cet antibiotique (IPA, 2020)

On compare nos valeurs de CMI avec le tableau des valeurs limites des concentrations
minimales inhibitrices pour les souches de références retirés du livre de Standardisation des
tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle national , 8¢me édition , Avril 2020 (IPA, 2020)
(Annexe I1)

Pour la céfazoline l'intervalle de la valeur de CMI recherché pour E.coli ATCC 25922
est de (1-4 pg/ml).
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Pour la ciprofloxacine l'intervalle de la valeur de CMI recherché pour E.coli ATCC
25922 est de (0,004-0,016 pg/ml), et pour Pseudomonas il est de (0,12-1 pg/ml).

11.2.2.4.a. Test de répétabilité
Le test a été réalisé sur la bandelette cloisonnée seulement.
On répéte 1’opération 30 fois pour les deux antibiotiques.
Pour la céfazoline les 30 essais ont été réalisés uniquement sur Escherichia coli ATCC
25922 et pour la ciprofloxacine on a réalisé 15 tests sur Escherichia coli ATCC 25922 et 15 sur
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

11.2.2.4.b. Comparaison entre les valeurs retrouvées sur nos

bandelettes avec la méthode de référence sur milieu gélosé

Apres avoir validé la CMI sur les souches de référence et comparé avec le tableau des
valeurs limites des concentrations minimales inhibitrices pour les souches de références retirés
du livre de Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle national, 8¢me
édition, Avril 2020 (Annexe I1). On vient confirmer ces valeurs avec la méthode de référence
sur milieu gélosé.

18 souches de patients ayant une infection urinaire ont été repiquées d’antibiogrammes
et ré-isolées sur le milieu UriSelect (milieu chromogéne qui permet de voir les différentes
souches sous différentes couleurs) seront également testées pour comparer leurs CMI
retrouvées avec nos bandelettes et celles retrouvées sur le milieu géloseé.

Cet isolement nous a permis de confirmer 1’identification des souches repiquées (11
E.coli, 4 K.pneumoniae et 3 P.aeruginosa ) sachant que chaque souche bactérienne a sa propre
coloration ( E.coli en rose, K.pneumoniae en violet et P.aeruginosa en vert ) comme montré

dans la figure suivante ( figure 8)

Figure 8 : Isolement de deux souches de patients ( une K.pneumoniae et une E.coli )
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Sur la bandelette cloisonnée, la céfazoline et la ciprofloxacine seront testées avec les 18
souches

Sur la bandelette a spots, la céfazoline et la ciprofloxacine seront testées uniquement
avec 6 souches de patients prises parmi les 18 précédentes suite a la contamination du restant
des souches apres un certain temps.

Dans les deux bandelette les deux souches de référence seront également testées

Les étapes de dilution sur milieu gélosé sont résumeées ci-dessous :

e Milieu de culture
Milieu Mueller-Hinton en gélose
Il est liquéfie par ébullition puis maintenu a la température de surfusion (45°c) jusqu'au

moment de 1I’emploi

e Préparation des boites de dilution

Peser 51,20 mg de poudre titrée d’antibiotique et diluer dans le volume de solvant
approprié pour obtenir une concentration stock de 5120 pg/ml (solution-mere)

Procéder aux dilutions semi-logarithmiques de raison de 2 (de demi en demi), dans le solvant
approprié, jusqu’a la concentration finale de 1,25ug/ml.

Reépartir 2 ml de chaque dilution d’antibiotique, dans la boite correspondante en
procédant de la plus faible concentration a la concentration la plus élevée sans changer de
pipette.

Compléter chaque boite avec 18 ml de milieu Mueller-Hinton liquéfié et homogeénéiser
délicatement, sans faire de bulle, le contenu des boites par des mouvements circulaires. La
dilution obtenue (1/10eme) dans chaque boite aboutit a une concentration finale allant de
512pg/ml & 0.125ug/ml. La gamme de dilution peut étre étendue selon les valeurs souhaitées
(IPA, 2020)

Les dilutions ont été préparées selon le schéma retrouvé dans le livre de Standardisation
des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle national, 8¢me édition, Avril 2020 (Annexe
I1) en tenant compte de la posologie de chaque antibiotique, on réalise donc les dilutions

suivantes :
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Pour la céfazoline :
Diluer 1 g de poudre d’antibiotique dans 5 ml d’eau distillée puis faire une dilution au
1/40 pour obtenir une solution & une concentration de 5000 pg/ml (solution mére)

Réaliser des dilutions semi-logarithmiques de raison de 2 dans de I’cau stérile jusqu’a

une concentration finale de 1,22 pg/ml (tableau I1)

Tableau Il : Schéma pour la préparation des dilutions d'antibiotiques

Etape Concentration | ATB Diluant | Concentration | Concentration
(ng/ml) (ml) (ml) | intermédiaire | finaledansla
gélose (ug/ml)
Solution mere 5000 5000 500
1 5000 2 2 2500 250
2 5000 1 3 1250 125
3 5000 1 7 625 62,5
4 625 2 2 312,5 31,25
5 625 1 3 156,25 15,625
6 625 1 7 78,125 7,8125
7 78,125 2 2 39,0625 3,90625
8 78,125 1 3 19,5315 1,95315
9 78,125 1 7 9,765 0,9765
10 9,765 2 2 4,882 0,4882
11 9,765 1 3 2,44 0,2441
12 9,765 1 7 1,22 0,122

Pour la Ciprofloxacine

Démarrer d’une solution meére dont la concentration est de 2000 pg/ml (sachant que le

flacon de ciprofloxacine contient une concentration de 200 mg/100ml)

Reéaliser des dilution semi-logarithmiques de raison de 2 dans de 1’eau stérile jusqu’a

une concentration finale de 0,0122ug/ml (tableau I11).
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Tableau I11 : Schéma pour la préparation des dilutions de la Ciprofloxacine
Etape Concentration ATB Concentration | Concentration
(ng/ml) Diluant intermédiaire | finaledansla
(ml) (ml) gélose (pg/ml)
Solution mere 2000
1 2000 2 2 1000 100
2 2000 1 3 500 50
3 2000 1 7 250 25
4 250 2 2 125 12,5
5 250 1 3 62,5 6,25
6 250 1 7 31,25 3,125
7 31,25 2 2 15,625 1,5
8 31,25 1 3 7,8125 0,78125
9 31,25 1 7 3,90625 0,3906
10 3,90625 2 2 1,95315 0,195315
11 3,90625 1 3 0,9765 0,09765
12 3,90625 1 7 0,4882 0,04882
13 0,4882 2 2 0,2441 0,02441
14 0,4882 1 3 0,122 0,0122

Préparer une boite témoin sans antibiotique en remplacant le volume d’antibiotique par
le méme volume d’eau physiologique stérile

Apreés solidification, sécher les boites dans le sécheur.

e Préparation de ’inoculum bactérien
A partir d’une culture pure de 18-24h racler quelques colonies isolées a 1’aide d’une

anse en platine.

Décharger I’anse dans 5-10ml d’eau distillée stérile ou d’eau physiologique stérile.
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A I’aide d’un spectrophotométre, préparer un inoculum standard d’une densité optique de 0,08

a 0,10 lue a 625nm.

o Dépdt des spots bactériens

- Déposer les spots dans les 15 mn suivant la préparation de I’inoculum.

- Marquer la boite de dilution d’antibiotique pour localiser et identifier chaque spot.

- Appliquer chaque spot sur la gelose, en utilisant une anse calibrée.

- Commencer par la boite témoin, puis déposer les spots sur les différentes boites en

allant de la plus faible concentration & la concentration la plus élevée.

Dans notre étude, on a déposé 18 spots préparés a partir d’inoculum de souches de
patients récupérées des antibiogrammes.

Pour la Céfazoline on a déposeé 15 spots (4 Klebsiella pneumoniae, 11 Escherichia coli)
et on a tracé une strie la souche de control Escherichia coli ATCC 25922.

Pour la ciprofloxacine on a déposé 15 spots (3 Klebsiella pneumoniae, 9 Escherichia
coli ,3 Pseudomonas aeruginosa) et on a trace 2 stries des 2 souches de control Escherichia
coli ATCC25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC27853.

Sachant que notre boite de pétrie ne prend que 15 spots, pour la ciprofloxacine, on a retiré
2 souches de Escherichia coli et 1 de Klebsiella pneumoniae qu’on a remplacé par 3 souches
de Pseudomonas aeruginosa.
o Incubation
Laisser les boites a températures ambiante, couvercle vers le haut, jusqu'a absorption de
I’humidité (séchage des spots pas plus de 30 mn).
Renverser les boftes et incuber a 35°c +/- 2 pendant 16-20 heures.
Placer les boites sur une surface sombre, non réflective
Noter la CMI (la plus faible concentration d’antibiotique inhibant toute croissance
bactérienne visible (Ne pas prendre en considération 2 colonies ou un léger film).
Comparer les résultats obtenus des souches de contrdle aux valeurs critiques figurant dans les

tables de lecture correspondantes pour étre sur des dilutions des milieux gélosés (Annexe I1).
o Lecture des CMI
Placer les boites sur une surface sombre, non réflective
Noter la CMI (la plus faible concentration d’antibiotique inhibant toute croissance bactérienne

visible (Ne pas prendre en considération 2 colonies ou un léger film)
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Comparer les résultats obtenus des souches de control aux valeurs critiques figurant dans
les tables de lecture correspondantes pour étre sur des dilutions des milieux gélosés (Annexe
V).

11.2. Analyse statistique

Nous avons, de facon systématique, recherché a mettre en évidence les divers liens ou
corrélations pouvant exister entre les variables relatives aux germes des différentes espeéces et
les réponses observées pour les divers antibiotiques, c¢’est-a- dire des réponses (résistances ou
sensibilités) plus fortement appuyées pour tel ou tel antibiotique et telle ou telle espece (ou
germe).

Ces liens ont été mis en évidence par des tests de 2. Ce test est en général basé sur deux
variables et le dénombrement de leurs diverses modalités. Il consiste & mettre en évidence un
lien (s’il existe) entre les modalités de ces variables, comme par exemple chercher s’il existe
un lien entre tel espece (ou germe en particulier) et la réponse observée pour tel antibiotique,
comme une résistance (ou sensibilité) significativement plus forte (ou plus faible).

Concernant les concentrations minimales inhibitrices (CMI), le test approprié est celui
de Student pour échantillons appariés (t-test for dependent samples). En effet, pour chaque
patient, ce sont les différences entre milieu gélosé et bandelette qui sont testées pour mettre en
évidence une différence éventuelle des CMI moyennes entre les deux méthodes.

L’analyse statistique a été établie sur Statistica 64, version 12 de StatSoft Inc., Tulsa,

OK, USA. Les différences ont été jugées significatives pour p<0,05.
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Etude de la résistance et mesure de la
CMI par une adaptation au E-test

\4 \ 4 ‘L

( \ Approche d’une A Fabrication d’une
Résistance : conception artisanale bandelette alternative
-Recueil de donnés commercialisée ) au E-test
-Statistiques
\ J
,
Bandelette cloisonnée Bandelette a spots
(ancienne bandelette) q (nouvelle bandelette)

Céfazoline/Ciprofloxacine

Tests de répétabilité

Comparaison des résultats de souches de
patients avec leurs CMI sur milieu gélosé

Figure 9 : La méthodologie de notre étude
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Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.1. Constat sur la résistance aux antibiotiques (rétrospective)

Nos résultats sont obtenus a partir de 1’étude de 250 résultats d’antibiogrammes de

patients ayant des infections urinaires.

111.1.1. L’infection urinaire selon I’age et le sexe

111.1.1.1. Effectif de P’infection urinaire selon I’age et le sexe
- Age moyen des femmes : 42,9+1,8 ans
- Age moyen des hommes : 46,5+4,4 ans
- La moitié des patientes ont 41 ans ou plus (exactement 50,0%).

- La moitié des patients ont 62 ou plus (exactement 51,9%)

Les résultats sont plus détaillés dans le graphe suivant (figure 10) :

45
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Figure 10 : La distribution des patients par ages par sexe

Nos résultats montrent que les infections urinaires touchent plus de femmes que
d’hommes avec un effectif de 196 (78,4%) pour les femmes contre 54 (21,6%) pour les hommes
ce qui concorde avec 1’é¢tude de Hailaji en 2016 et Larbi en 2003 qui ont trouvé une

prédominance du sexe féminin avec un pourcentage de 61,7% et 85% respectivement.

28



Chapitre 111 Résultats et discussion

Ceci est probablement di aux facteurs de risque comme : la grossesse, I’anatomie de
I’appareil urinaire de la femme qui différe de celui de I’homme par 1"urétre qui est plus court et
aussi par rapport a la distance entre I’anus et I’urétre qui est plus courte aussi chez la femme,
ce qui favorise les infections par des germes fécaux.

Benhiba en 2015 nous confirme 1’hypothese selon laquelle, cette prédominance est due
a la taille de I'urétre qui est anatomiquement plus court chez la femme d’une part et a la
grossesse d’autre part.

On remarque aussi un effectif assez élevé pour les enfants dont 1’4ge varie entre 0 et 10
ans, dans les deux sexes avec une petite prédominance féminine, par contre dans la tranche
d’age allant de 20-30 ans, I’effectif est bien plus élevé chez le sexe féminin et quasiment nul
chez le sexe masculin probablement car durant notre période de travail, il n’y a pas eu de
patients dans cette classe. Zahir en 2019 a aussi trouve une predominance chez le sexe féminin
dans la catégorie des enfants). Ceci doit étre la conséquence d’une mauvaise hygi¢ne et comme
on I’a dit auparavant, I’appareil urinaire féminin est plus exposé aux infections.

Cependant, Thirion et Williamson montrent dans leur étude faite en 2003 que dans la
population pédiatrique, les garcons de moins de 3mois ont un risque plus élevé. A contrario,
chez les enfants plus ages, les filles ont un risque plus important et que la circoncision semble
réduire le risque d’infection pour les gargons.

On note également un effectif assez important dans les deux sexes pour les tranches
d’age allant de 60 & 70 ans et 70 a 80 ans avec prédominance féminine. Ceci pourrait étre dd a
I’incontinence urinaire ou tout simplement car le laboratoire ou on a recueilli nos résultats a
recu un nombre élevé de patients agés durant notre période de travail. Cependant, Thirion et
Williamson dans leur méme étude citée précédemment, notent que chez les personnes agées,
de 5% a 10% des hommes et 10% a 20% des femmes souffrent d’infection urinaire
asymptomatique, ce qui en quelque sortes concorde avec nos résultats ot 1’on a remarqué une

hausse de I’effectif dans cette catégorie de la population.
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11.1.1.2. Fréquence des germes retrouvés dans les infections urinaires
selon le sexe

Tableau IV : La fréquence des germes responsables des infections urinaires selon le sexe

Summary Frequency Table
Marked cells have counts > 4
(Marginal summaries are not marked)
Espece Germe Sexe Sexe Row
Fém Mas Totals
Entérobactéries E.coli 139 24 163
Proteus mirabilis 5 3 8
K.pneumoniae 20 10 30
Total 164 37 201
Staphylococcus spp'S. saprophyticus 5 3 8
S. aureus 4 0 4
Total 9 3 12
Pseudomonias spg P.aeruginosa 8 9 17
Total 8 9 17
Enterocossus spf E. faecalis 13 4 17
Total 13 4 17
Streptocossuc spr S.agalactiae 2 1 3
Total 2 1 3
Column Total 196 54 250

Parmi les 250 patients, nous avons répertorié 201 (80,4%) patients (Tableau 1V) ayants des

entérobactéries comme germe causal de I’infection urinaire.

j B0,40%

M Enterchactéries m Staphylacoccus spp HE.coli
B Pseudamenas spp Enteroceicus spp B preumoniae

ul Proteus mirabilis

Figure 11 : Les différents germes retrouvés dans les infections urinaires ainsi que la
répartition des entérobactéries
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[ 139 Escerichia coli ]

20 Klebsiella pneumoniae ]

164(81,6%)

5 Proteus mirabilis ]
femmes

201 patients

37(18,4%)
hommes

Figure 12: La répartition des entérobactéries selon le sexe

Le Groupe des entérobactéries se démarque de loin par rapport aux autres classes
(80,4%) avec en téte de liste Escherichia coli (81,09% du total des entérobacteéries et 65,2% du
total de 1’échantillon) suivie de Klebsiella pneumoniae (14,92% du total des entérobactéries et
14% du total de I’échantillon) et de Proteus mirabilis (3,98% du total des entérobactéries et

3,2% du total de I’chantillon) en 3éme lieu (Figure 11)

Ce sont des résultats qui concordent avec les études qu’ont fait Larabi en 2003 et
Benhiba en 2015 séparément, ou on retrouve un pourcentage de 88% des entérobactéries chez
les deux et aussi une concordance avec 1’étude faite en 2016 par Hailaji qui classe E.coli en téte
de liste des entérobactéries dans les infections urinaires avec un pourcentage de 64% du total

de I’échantillon suivie de K.pneumoniae (24,1%) et de P.mirabilis (1,9%).
Ceci est probablement di a la dominance des entérobactéries dans le tube digestif en

particulier E.coli et c’est ce que Lahlou nous confirme en 2009 dans son étude sur les

entérobactéries isolées d’infections urinaires.
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111.1.1.3. Réponses des souches d’entérobactéries aux divers antibiotiques
Durant notre recueil, on a remarqué des résistances a certains antibiotiques (ex :
I’ampicilline), et afin de savoir s’il y a d'éventuels liens entre le type de réponse (R/S) et le type
d'antibiotique, nous avons effectue le test du 2.
Le test du 2 s’est avéré trés hautement significatif (y2=982,3, p<0.0001).
Et ¢’est a partir de cela qu’on a effectué une distribution des réponses des entérobactéries

aux divers antibiotiques. Celle-ci est montré dans le tableau V qui suit :

Tableau V: Réponses des entérobactéries aux divers antibiotiques

Résistant  Sensible
Antibiotique
(n,%)  (n, %)

Ampiciline | 154 (76,60) | 47 (23,40)

Amoxicilline | 154 (76,60) | 47 (23,40)
Amox + ac. clavulanique | 86 (42.80) | 115 (57,20)
Céfazoline | 76 (38,00) | 124 (62,00)
Céfalexine | 76 (38,00) | 124 (62,00)
Céfuroxime | 61 (30,35) | 140 (69,65)
Céfixime | 26 (13,00) | 174 (87,00)
Céfotaxime | 25 (12,50) | 175 (87,50)
Ceftriaxone | 23 (11,44) | 178 (88,56)
Céfoperazone | 24 (11,94) | 177 (88,06)
Gentamicine | 23 (11,44) | 178 (88,56)
Amikacine | 1 (0,50) 200 (99,50)
Colistine | 7 (3,48) 194 (86,52)

Ac. nalidixique | 85 (42,29) | 116 (57,71)
Péfloxacine | 62 (30,85) | 139 (69,15)
Ciprofloxacine | 29 (14,57) | 170 (85,43)
Cotrimoxazole | 88 (44,00) | 112 (56,00)
Imipénem | 0(0,00) | 201 (100,00)
Nitrofurantoine | 74 (37,00) | 126 (63,00)
Fosfomycine | 16 (8,00) | 184 (92,00)
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Les resistances les plus fortes, de fagcon hautement significative ont été rencontrées

e Avec l'ampicilline (154 R sur les 201 patients soit 76,6% de I'échantillon)

e Avec l'amoxicilline (154 R sur les 201 patients soit 76,6% de I'échantillon)

Sachant que E.coli seule présente une résistance a 73% aux deux antibiotiques . L’étude
de Zahir faite en 2009 se rapproche de nos résultats ou il a trouvé un pourcentage de 80% de

résistance de E.coli a I’amoxicilline.

Ces resistances sont dues majoritairement a la prescription massive et abusive des
antibiotiques a large spectre comme les B-lactamines qui sont toujours prescrites en premiére
intention dans les infections urinaires a cause de leur bonne diffusion dans les voies urinaires
(Benhiba et al.,2015).

Il faut noter aussi que ces antibiotiques cités précédemment sont aussi des antibiotiques qui
sont trés utilises en automeédication et circulent en vente libre (sans ordonnance) par les
pharmacies ce qui favorise I’émergence des résistances et c’est aussi mentionné dans 1’étude

de Lahlou citée précédemment.

- Les sensibilités les plus élevées, de facon hautement significative ont été rencontrées
e Avec l'imipenéme (201 S soit 100.0% de I'échantillon)
e Avec I’amikacine (200 S sur les 201 patients soit 99.5% de 1'échantillon)

e Auvec la colistine (194 S sur les 201 patients soit 96.5% de I'échantillon).

On observe des sensibilités tres significatives pour 1I’imipenéme suivie de I’amikacine

qui sont des antibiotiques & usage hospitalier puis on retrouve la colistine en 3°™ lieu.
En prenant I’exemple, de I’imipenéme, il n’est prescrit qu’en derniére intention. C’est

ce que Vardakas explique en 2012. L’imipenéme fait partie des carbapénémes qui sont des 3-

lacatamines a large spectre, constituant la derniere ligne du traitement efficace des infections.
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Antibiotique

Amoxicilline
Ampiciline
Cotrimoxazole
Amox+ac. clav.
Ac.nalidixique
Céfalexine \
Céfazoline |
Nitrofurantoine \
Péfloxacine |
Céfuroxime |
All Grps |
Ciprofloxacine
Céfixime
Céfotaxime

-

.

.
Céfoperazone

S

e

T

-

Gentamicine
Ceftriaxone
Fosfomycine
Colistine
Amikacine
Imipénem

;.l
a L “
o
o | ]
o
i ]
o

0 10 20 30 40
Pourcentage de résistance (%)

80

Figure 13 : Les résistances des entérobactéries aux divers antibiotiques

I11.1.1.4. La sensibilité aux antibiotiques en fonction des différents germes
des entérobactéries
Le germe E.coli présente, de facon hautement significative (p<0,001), une sensibilité
plus marquée aux divers antibiotiques figurants dans le tableau V (74,9% des réponses).
En contraste, K.pneumoniae se distingue par sa résistance trés significativement plus
forte que les 2 autres germes (37,4% contre 25,1% pour E. coli et 30,6% pour P.mirabilis).
(Voir tableau V)

Tableau VI : Les réponses des entérobactéries aux antibiotiques

Germe Sensibilité Résistance Total

E. coli 2435 817 3252
74.9% 25,1%

Proteus mirabilis 111 49 160
69,4% 30,6%

K. pneumoniae 375 224 599
62,6% 37,4%

Total 2921 1090 4011
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En ayant termineé notre analyse sur les entérobactéries, en se tourne vers les autres
especes.
111.1.1.5. Staphylococcus spp

On n’a pas fait des tests car il y avait beaucoup de réponses a 100%

Antibiotique m % de Résistance

ACIDE FUSIDIQUE
FOSFOMYCINE 66,66
VANCOMYCINE

COTRIMOXAZOLE

CIPROFLOXACINE
RIFAMPICINE

AMIKACINE
GENTAMICINE
CEFOTAXIME
CEFALEXINE
CEFAZOLINE
AMOX+AC.CLAV
OXACILLINE
PENICILLINE G

Pourcentage de résistance (%)

Figure 14 : Les résistances des Staphylococcus spp aux divers antibiotiques

Réponses a 100% Résistant pour la pénicilline G

Réponses a 100% Sensible pour la gentamicine, la rifampicine, la ciprofloxacine et la
vancomycine.

Il faut noter que S.saprophyticus est naturellement résistante a la fosfomycine et a 1’acide
fusidique (IPA, 2020).

111.1.1.5.a. Réponse en fonction des différents Staphylocoques

Les resistances des germes S.saprophyticus et S.aureus aux divers antibiotiques sont
comparables ((79,5% et 83,9%, x2=0,48, p=0,49>>0,05)). Toute fois S.saprophyticus est un

peu plus sensible aux antibiotiques et c’est aussi le constat qu’a fait Vu-Thien en 1998.
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Tableau VII : La réponse des staphylococcus spp

Germe Sensibilité | Résistance | Total

S.saprophyticus 23 89 112
20,5% 79,5%

S.aureus 9 47 56
16,1% 83,9%

Total 32 136 168

111.1.1.6. Pseudomonas spp

Test du %2 hautement significatif (y2=235,6, p<<0,0001)

La réponse aux différents antibiotiques présente donc des différences hautement
significatives
Exemple :

Reésistance a 100% a 1’ampicilline, amoxicilline, amoxicilline + ac. Clavulanique,
céfazoline et 2 94,1% a la fosfomycine (sachant que Pseudomonas aeruginosa est naturellement
résistante aux aminopénicilline, aux céphalosporines de 1ére et 2éme génération (céfazoline),
tétracyclines, quinolones, céfotaxime. (IPA, 2020). Enfin une sensibilité a 100%) a la
ticarcilline, tobramycine, et autres.

On retrouve aussi une sensibilité a 82,35% a la gentamicine, 94,12% a la tobramycine et
100% a I’amikacine ce qui montre que les aminosides gardent toujours plus ou moins une
excellente activité. On a aussi une bonne activité de I’imipenéme avec 94,12% de sensibilité,

ce qui concorde avec 1’étude de Sekhsokh en 2008.

111.1.1.7. Enterococcus spp
On n’a pas fait de tests statistiques car il y avait beaucoup de réponses a 100%
On retrouve des réponses a 100% résistants a : la céfzoline, céfotaxime, gentamicine et
amikacine.
Il faut noter que: Enterococcus faecalis est naturellement résistante aux
céphalosporines (céfazoline, céfotaxime) et présente une résistance naturelle a bas niveau aux
aminosides (gentamicine et amikacine) (IPA, 2020), et c’est pour cela qu’on a obtenu ce

pourcentage de résistances.
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On trouve aussi une sensibilité a 100% pour la vancomycine.
On remarque cependant une certaine bonne activité des B-lactamines avec un

pourcentage de 82,35% de sensibilité a I’ampicilline et a ’amoxicilline ce qui concorde avec

les résultats retrouvés par Vu-Thien en 1998.

111.1.1.8. Streptococcus spp
On n’a obtenu que 3 germes sur les 250 patients et c’est pour cela qu’on n’a pas fait de
tests statistiques mais il faut savoir que Streptococcus spp présente une résistance naturelle a

bas niveau aux aminosides (IPA, 2020).

111.2. Conception d’un test mimant le E-Test commercialisé (CMI)

111.2.1. Approche d’une conception artisanale d’un kit commercialisé
(disques d’antibiotiques)

On a testé les disques congus avec les souches de référence E.coli ATCC25922 et
P.aeruginosa ATCC 27853. Les diametres obtenus ont été tous comparés avec le tableau tiré
du livre de starisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle national, 8¢me
édition, Avril 2022 (Annexe I1).

111.2.1.1. La gentamicine et la ciprofloxacine

I1.2.1.1.a. La gentamicine et la ciprofloxacine testés sur E.coli
ATCC25922

_Gentamicine

Figure 15 : Comparaison entre les disques d’antibiotiques congus pour la gentamicine et la
Ciprofloxacine avec leurs disques commercialisés sur la souche de référence E.coli ATCC
25922
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En comparant nos résultats avec le tableau tiré du livre (Annexe 11), on constate que les
valeurs du diametre du disque congu pour la gentamicine et la ciprofloxacine (figurel5) sont
compris dans I’intervalle trouvé dans le livre.

Pour la ciprofloxacine le diamétre du disque concu est de 33mm et celui de Bio-Rad est
de 31mm. Ces deux valeurs sont comprises dans l'intervalle du tableau (30-40 mm).

Pour la Gentamicine le diamétre du disque congu est de 26mm et celui de Bio-Rad est
de 24mm ces deux valeurs sont comprise dans l'intervalle du tableau (19-24mm).

11.2.1.1.b. La Gentamicine et la Ciprofloxacine testées sur

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Gentamicine

Yy )
Disques >
commercialisés 17mm

31mm 33mm

Ciprofloxacine

e

s e Intervalles

16-21mm

25-33mm
Figure 16 : Comparaison entre les disques d’antibiotiques congus pour la gentamicine et la
Ciprofloxacine avec leurs disques commercialisés sur la souche de référence Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853

Pour la ciprofloxacine le diametre du disque congu est de 33mm et celui de Bio-Rad est
de 31 mm. Ces deux valeurs sont comprises dans I'intervalle 25-33 mm.
Pour la Gentamicine le diametre du disque congu est de 16mm et celui de bio-ras est de

17mm. Ces deux valeurs sont aussi comprises dans l'intervalle 16-21mm.
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111.2.1.2. Imipenéme

Figure 17: Résultat obtenu en testant les disques d’antibiotiques congus pour l'imipenéme
sur la souche de référence E.coli ATCC 25922 en se référant au disque commercialisé

Pour le disque congu, le diameétre trouvé est de 29 mm et pour le disque de Bio-Rad, la
valeur est de 30 mm (figure 17). Ces deux valeurs sont comprises dans I’intervalle voulu (26-
32mm).

Figure 18: Résultat obtenu en testant les disques d’antibiotiques congus pour l'imipenéme
sur la souche de référence P.aeruginosa 27853 en se référant au disque commercialisé

Pour le disque congu le diamétre trouvé est de 24 mm et pour le disque de Bio-rad la valeur

est de 27mm. Ces deux valeurs sont comprises dans I’intervalle souhaité (20-28mm).
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I1.2.1.3. L’amoxiciline + I’acide clavulanique (Augmentin)

Figure 19: Comparaison entre les disques d’antibiotiques congus pour I’ Augmentin avec le
disque commercialisé sur la souche de référence E.coli ATCC 25922

Pour le disque congu, le diametre trouve est de 21 mm et pour le disque de Bio-Rad, la
valeur est de 22mm (figure 19). Ces deux valeurs sont comprises dans I’intervalle du tableau
(18-24mm).

Il faut noter que si I’on voit des colonies dans les zones d’inhibitions, ceci est dl a
I’épuisement de 1’antibiotique dii au fait d’avoir laissé les boites en incubation dans 1’étuve

tout le long d’un week-end.

11.2.1.4. La céfazoline

Disque congu

Disque commercialisé
BioRad

Intervalle

21-27Tmm

Figure 20: Résultat obtenu en testant les disques d’antibiotiques congus pour la Céfazoline
sur la souche de référence E.coli25 ATCC 25922 en se référant au disque commercialisé
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Les diametres de nos disques testés sont identiques avec le diametre du disque Bio Rad
qui est d’une valeur de 23mm (figure20). Ce diameétre est compris dans I’intervalle (21-27mm)
du tableau figurant dans le livre de standardisation.

Le disque n’a pas été testé sur P.aeruginosa ATCC27853 suite a la résistance naturelle
de celle-ci a la céfazoline (IPA, 2020)

Ayant obtenu des resultats satisfaisants pour les disques d’antibiotiques, on juge que ces
disques peuvent étre utilisés sans le moindre probléme par les laboratoires, car on remarque ces
derniers temps une pénurie assez prononcé pour les disques d’antibiotique alors qu’on peut les
confectionner soi-méme avec trois fois rien.

Le tableau ci-aprés résume nos résultats obtenus (Tableau VIII)

Tableau VI11: Les valeurs obtenues pour les disques d'antibiotiques

E.coli ATCC 25922 P.aeruginosa ATCC 27853
N Disque . . . . .
Antibiotiqu Disque Bio- Intervalle Disque Disque Bio- Intervalle(
congu(mm
es ) rad(mm) (mm) congu(mm) rad(mm) mm)

Gentamicine 25 24 (19-26) 16 17 (16-21)
Ciprofloxacine 33 31 (30-40) 28 33 (25-33)

Imipéneme 29 30 (26-32) 24 27 (20-28)

Augmentin 21 22 (18-24) | — - —

Céfazoline 23 23 (227 | — _—

Cela nous pousse davantage a aller au cceur de notre étude qui est la confection d’une

bandelette permettant la mesure de la CMI.

111.2.2. La conception de la bandelette

Nous présentons dans cette partie les résultats de validation des bandelettes par la
verification, concernant les souches de références, des valeurs de la CMI sur le tableau des
valeurs limites des concentrations minimales inhibitrices pour les souches de références retirés
du livre de Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a I’échelle national , 8éme
édition , Avril 2020 , et la validation par comparaison des résultats de la mesure de la CMI sur

milieu gélosé concernant les deux souches de références et des patients.
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111.2.2.1. La bandelette cloisonnée

111.2.2.1. a. Résultats de CMI obtenus pour les souches de control

E.coli ATCC 25922 et P.aeruginosa ATCC 27853
Nos résultats ont été comparés avec les tableaux des valeurs limites des concentrations
minimales inhibitrices pour les souches de références utilisées retirés du livre de

Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle national, 8éme édition,

Avril 2020 (Annexe I11).

o La céfazoline testée sur E.coli ATCC25922
Avec le modele de bandelette 0,5*0,5 et non cloisonnée, avec une dilution initiale
partant de 0,016ug/5ul a 512ug/5ul on a obtenu le résultat suivant :
Une inhibition de la souche bactérienne dans la case 5 qui renvoie a une valeur de CMI de
0,25ug/5ul comme montré dans la figure (figure2l). Cette valeur n’est pas comprise dans

I’intervalle trouvé dans le livre qui est de (1-4) pg/ml.

Figure 21 : Résultat obtenu en testant la Céfazoline avec une concentration initiale de 512
pg/5ul sur une bandelette de 0,5x0,5 cm sur E.coli ATCC 25922

Cette différence est probablement due a I’absence de cloisons car on remarque qu’au
moment du dépdt de ’antibiotique sur la case qui convient a chaque dilution, I’antibiotique
diffuse au-dela de la case ciblée. Cela nous a poussé a faire d’autres tests pour élucider ce
probléme. Nous avons pensé en premier a changer les dimensions de la bandelette car la
premiere était trop petite et a rajouter une cloison pour éviter la diffusion de 1’antibiotique au-

dela de la case ou il a été applique.
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o Tests de cloisons
Les résultats obtenus pour les différentes cloisons testées sont comme suite :
Pour la résine Elle se solidifie rapidement d'ou I'impossibilité de son application, La colle
d’écolier ne nous a pas permises de créer une cloison vu sa texture qui est un peu épaisse et
donc sa malabsorption.

Le pistolet a colle était encore plus épais que la colle d’écolier d'ou l'impossibilité de son
absorption, par contre pour la colle rapide vu sa bonne absorption par le papier buvard et aprés
avoir testé son effet antimicrobien qui d’ailleurs est négatif, on a décidé de cloisonner nos
bandelettes de dimension 0,6*0,6 avec de la colle rapide.

On observe une inhibition bactérienne dans la case 6 comme montré sur la figure (figure
22). Cette case correspond a une valeur de CMI de 0,5 pg/Sul, cette valeur n’est pas comprise
encore une fois dans I’intervalle trouvé dans le livre (1-4). On remarque également une

dissymétrie lors de I'inhibition de la souche bactérienne.

Figure 22: Résultat obtenu avec la nouvelle bandelette de 0.6x0.6cm cloisonnée avec la colle
sur la souche de E.coli ATCC 25922

On remarque déja une amélioration de la CMI obtenue sur la bandelette cloisonnée par
rapport a la non cloisonné (0,5ug/5ul et 0,25ug/5ul respectivement). Cela confirme qu’il fallait
effectivement mettre une cloison entre les différentes cases.

Pour la dissymétrie survenue lors de l'inhibition de la souche bactérienne, cela revient
au fait que I'antibiotique n’a pas dispersé uniformément sur la totalité de la case 5 probablement

au fait qu’il y ait eu une mal application de la colle car elle est tres difficile a manipuler.
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Pour éviter tout probléme, on propose une autre alternative pour les cloisons qui est le
vernis.

Enfin aprés avoir testé 1'absence d’effet antimicrobien du vernis a ongles et en
remarquant sa bonne absorption par le papier buvard ainsi qu’une facilit¢ lors de son
application, on a testé cette cloison toujours sur la bandelette de dimension 0,6*0,6 pour la
cefazoline et sur E.coli ATCC 25922 les résultats obtenus sont représente sur la figure suivant
(figure 23)

Figure 23 : Résultat obtenu avec les cloisons de vernis a ongle

Sur la figure on observe une inhibition de la souche bactérienne dans la case 6 qui
renvoie a une valeur de CMI de 0,5 pg/5ul. Cette valeur représente une amélioration mais reste
encore non-comprise dans I’intervalle du livre (1-4).

On remarque que la valeur de CMI obtenue pour la bandelette cloisonnée par la colle et
celle cloisonnée par le vernis sont identiques (0,5ug/5ul), mais on préfére choisir une bandelette
cloisonnée en vernis vu la facilité lors de son application.

Aprés avoir réglé le probleme des cloisons, nous nous sommes tournées vers les
dilutions d'antibiotique en milieu gélosé sachant que celles-ci commencent par une
concentration de 512ug/ml (Annexe 11). A défaut de pouvoir démarrer d’une solution mére de
1024mg car la céfazoline est vendu sous forme de poudre injectable a une dose de 1g.

Ainsi nous avons décidé de travailler dans un intervalle de dilution partant de 500ug/5ul
pour étre sdres de déposer la quantité adéquate de I’antibiotique sur la bandelette
Il faut noter que les dilutions sont extensibles selon la posologie de chaque antibiotique
Apres avoir dilué 1g de poudre d’antibiotique dans 10 ml d’eau, les résultats obtenus sont

représentés sur la figure suivante (Figure 24)
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Figure 24 : Résultat obtenu avec une bandelette cloisonnée avec du vernis avec une dilution
initiale de 500pg/5ul sur E.coli ATCC 25922

On observe sur la figure un début d’inhibition dans la case 7 qui correspond a une CMI
de 0,97 pg/5ul mais on observe aussi un contact minime avec cette derniere ce qui nous pousse
a prendre la concentration de la case 8 comme CMI qui est d’une valeur de 1,95ug/5pl.

Apres avoir fait tous ces tests, nous avons validé la bandelette de 0,6x0,6 cloisonnée en
vernis avec les nouvelles dilutions commencant de 500ug/5ul pour le reste de nos tests sur la
Céfazoline.

o La ciprofloxacine testée sur E.coli ATCC 25922
et P.aeruginosa 27853
En démarrant d’une concentration partant de 10ug/5ul on obtient les résultats suivants :
o E.coli ATCC 25922 :

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 25 suivante :
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Figure 25 : Résultat obtenu avec une bandelette cloisonnée en vernis avec une dilution
initiale de 10ug/5ul sur E.coli ATCC 25922

On observe une inhibition de la souche dans la case 4 qui correspond a une CMI de

0,0097ug/5ul. cette valeur est comprise dans 1’intervalle du tableau tiré du livre (0,004-0,016)

» P.aeruginosa ATCC27853

Le résultat obtenu est représenté sur la figure 26 suivante :

Figure 26 : Résultat obtenu avec une bandelette cloisonnée en vernis avec une dilution
initiale de 10ug/5ul sur P.aeruginosa ATCC 27853

On observe dans la figure 26 une totale inhibition dans la case 8 qui correspond a une
concentration de 0,15ug/5ul. Cette valeur est comprise dans notre intervalle (0,12-1).
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111.2.2.1. b. Tests de répeétabilité
Ce test consiste a répéter l'opération vue précédemment 30 fois sur les souches de

control E.coli ATCC 25922 et P.aeruginosa ATCC 27853.

» Pour la céfazoline
Ce test sera realisé uniquement sur E.coli ATCC 25922 car P.aeruginosa 27853

présente une résistance naturelle envers cet antibiotique.

Figure 27 : Le reésultat obtenu lors du test de répétabilité de la céfazoline réalisé sur la souche
de control E.coli ATCC25922

Le méme résultat a été observé pour les 30 boites (figure 27). Une inhibition totale de
la souche est observée dans la case 8 qui correspond a une valeur de 1,95ug/5pul. Tous ces tests

ont été réalisés au méme moment et dans les mémes conditions de travail.

» La ciprofloxacine
Nous avons préféré partager les 30 tests de répétabilité entre les deux souches (15 essais

sur E.coli ATCC 25922 et 15 essais sur P.aeruginosa ATCC 27853).
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Figure 28 : Le résultat obtenu lors du test de répétabilité de la ciprofloxacine réalisé sur la
souche de control E.coli ATCC25922 et la souche de control P.aeruginosa ATCC27853

Pour la souche de E.coli ATCC25922 ,on a obtenu des résultats identiques dans les 15
boites ou on a observé une inhibition totale commencant de la case 3 correspondant a la valeur
0,004ug/5ul alors que précédemment lors de notre premier essai on a obtenu une total inhibition
dans la case 4 équivaut a une valeur de 0,0097ug/5ul (figure 28). Les deux valeurs sont

comprises dans I'intervalle recherché (0,004-0,016).

Pour la souche de P.aeruginosa ATCC27853, on a obtenu des résultats identiques dans les
15 boites ou on a observé une inhibition totale commengant de la case 8 correspondant a la
valeur de 0,15 pg/5ul (figure 28). Cette valeur est comprise dans I’intervalle recherché (0,12-

1).

111.2.2.1. c. Comparaison entre les valeurs obtenues sur milieu gelosé et

notre bandelette pour les souches de control et pour les souches de patients
e Pour la céfazoline

Les résultats obtenus en testant la souche de control et les 18 souches de patients sur

notre bandelette cloisonnée et sur milieu gélosé sont résumés dans le tableau IX ci-dessous :
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Tableau IX : Les résultats obtenus sur milieu gélosé et la bandelette pour la céfazoline

Céfazoline
Patients . Interpsrf:ation CMI gélosé CMI bandelette
I'antibiogramme He/ml He/5ul
1 E.coli S 1,95 0,97
2 Klebsiella R R R
3 Klebsiella S R R
4 E.coli S 3,906 1,95
5 E.coli S 1,95 0,48
6 E.coli S 1,95 0,97
7 E.coli S 7,81 1,95
8 E.coli S 15,62 3,906
9 Klebsiella R R R
10 Klebsiella R R R
11 E.coli S 1,95 0,97
12 E.coli R R R
13 E.coli S 1,95 0,48
14 E.coli S 3,906 0,97
15 E.coli R R R
Souche de E.coli ATCC
control 25922 S 1,95 0,48
S : Sensible
R : Résistant

La détermination des CMI sur milieu gélosé a été basée sur I’observation d’une inhibition
totale (disparition du spot) ou partielle (par présence de 3 colonies maximum ou par la présence

d’un léger film) comme observé sur les figures suivantes :
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Figure 29 : Disposition des spots des différents patients sur milieu gélosé ainsi que la souche
de control E.coli ATCC25922 sous forme de trait sur la boite témoin

Figure 30 : Inhibition partielle ( Iéger film) de la souche de contréle E.coli ATCC 25922
ainsi que les souches de patients 1,5,11 et 13 Pour une valeur de CMI équivaut a 1,95ug/ml

Figure 31 : Inhibition de tous les patients sauf ceux qui présentent une résistance envers la
céfazoline (2,3,9,10,12,15 ) Pour une valeur de CMI équivaut a 500ug/ml
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Pour la souche de référence E.coli ATCC 25922, la CMI mesurée sur milieu gélosé est
de 1,95pug/ml tandis que sur la bandelette cette valeur est de 0,48ug/5ul. La valeur obtenue sur
milieu gélosé est comprise dans notre intervalle (1-4) a contrario, celle obtenue sur notre

bandelette est loin de I’intervalle recherché.

Pour les patients 2,3,9,10,12,15 on observe une résistance dans les deux méthodes
Par contre pour les patients 1,4,6,11 on note une marge d’erreur de quasiment une dilution en
plus. Par exemple pour le patient 1, la valeur de CMI obtenue sur milieu gélosé est de 1,95

pg/5ul et sur notre bandelette elle est de 0,97 pg/5ul.

Pour les patients 5,7,8,13,14 il y’a une marge de différence assez importante entre les

deux méthodes.

Ayant réalisé auparavant un test pour la dilution sur notre bandelette pour la souche de
contréle E.coli ATCC 25922, on a obtenu une valeur de CMI équivaut a 0,97ug/5ul. Donc ceci

nous pousse a confirmer que ce n’est pas un probléme de dilution.

Pour les patients ou on constate une résistance dans les deux méthodes (bandelette et

milieux gélose), la prescription de la céfazoline est déconseillée.

Puisque ce n’est pas un probléme de dilution, nous émettons I'hypothése que notre
antibiotique a mal diffusé sur notre bandelette suite a une mal application du vernis ou a une

erreur de manipulation lors du dépot des concentrations d’antibiotique sur notre bandelette.

e Ciprofloxacine
Pour le milieu gélosé au lieu de démarrer d’une concentration initiale de 10pg/ml, on
est parties par erreur de 200ug/ml. Ayant réalisé des dilutions de demi en demi on obtient la

gamme qui figure dans le tableau ci-dessous (Tableau X).
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Nous avons fait correspondre la gamme de dilution du milieu gélosé partant de

12,5pug/ml a la gamme de dilution sur la bandelette partant de 10ug/5ul comme suite :

Tableau X : L'intervalle utilisé pour la comparaison des valeurs entre le milieu gélosé et la
bandelette pour la ciprofloxacine

valeur référée sur

Milieu gélosé
& notre bandelette

(he/mi) (ng/5ul)
12,5 10
6,25 5
3,125 2,5
1,56 1,25
0,78 0,62
0,39 0,31
0,19 0,15
0,09 0,07
0,048 0,039
0,024 0,019
0,012 0,0097
0,006 0,0048

Les valeurs obtenues sur milieu gélosé et notre bandelette sont résumées dans le tableau

ci-dessous :
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Tableau XI : Résultats obtenus sur milieu gélosé et la bandelette pour la ciprofloxacine

Ciprofloxacine
Interprétation sur CMI gélose CMI bandelette
Les patients Germes I'antibiogramme ug/ml ug/5ul
E.coli S 0,048 0,0048
2 K.pneumoniae R 3,125 1,25
3 K.pneumoniae S 0,78 0,31
4 E.coli S 0,09 0,039
5 E.coli S 0,024 0,0048
6 E.coli S 0,048 0,0027
7 E.coli S 0,024 0,0048
8 E.coli S 0,048 0,0048
9 K.pneumoniae R 3,125 1,25
10 E.coli S 0,09 0,0097
11 E.coli S 0,024 0,0024
12 E.coli S 0,048 0,0048
13 P.aeruginosa S 0,19 0,15
14 P.aeruginosa S 0,09 0,078
15 P.aeruginosa S 0,19 0,078
Souche de
control 1 E.coli ATCC 25922 S 0,024 0,004
Souche de P.aeruginosa ATCC
control2 27853 S 0,19 0,15

Voici quelques photos illustrant les résultats obtenus en milieu géloseé :

Figure 32 : Boite témoin illustrant les 15 spots de patients déposés ainsi que les 2 stries des
souches de control (E.coli ATCC 25922 et P.aeruginosa ATCC 27853)
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Figure 33 : Inhibition de la souche de control E.coli ATCC 25922 ainsi que les patients 4 , 6
et 11 a une valeur de CMI équivalente a 0,024pug/ml

Figure 34 : Inhibition de la souche de control P.aeruginosa ATCC 27853 a une concentration
de CMI équivalente & 0,19ug/ml

Pour la premiére souche de control (E.coli ATCC 25922), la valeur de CMI trouvée sur
milieu gélosé est de 0,024ug/ml et sur notre bandelette elle est de 0,004ug/5ul. Ces deux

valeurs sont admises dans notre intervalle (0,004-0,016)

Pour la deuxieme souche de contrble (P.aeruginosa ATCC 27853) la valeur de CMI
trouvée sur milieu gélosé est de 0,19ug/ml et sur notre bandelette, elle est de 0,15ug/5ul. Ces
deux valeurs sont admises dans notre intervalle (0,12-1) et sont identiques par rapport a notre

tableau de lecture
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Pour les patients 2 et 9 on observe des valeurs assez proches entre le milieu gélose et
notre bandelette. Par exemple, pour le patient 2, la valeur de CMI obtenue en milieu gélosé est
de 3,125ug/ml. Suivant notre tableau de lecture cette concentration correspondant a la case 12
sur notre bandelette, tandis que la concentration est de 1,25ug/5ul (case 11) sur la bandelette

utilisée. La différence d’une case est remarquée.

Pour les patients 13 et 14, suivant notre tableau de lecture, la CMI obtenue sur milieu
gélosé est quasiment identique avec notre bandelette
0,19ug/ml et 0,15ug/5ul (patient 13)
0,09 pg/ml et 0,07 pg/5ul (patient 14)

Pour le patient 15, la CMI obtenue sur milieu gélosé est de 0.19ug/ml et sur notre
bandelette elle est de 0.078 pg/5ul. Les deux valeurs sont assez proches (différence d’une case).

Pour les autres patients les valeurs obtenues sont trés éloignées

Ayant validé nos résultats pour les souches de référence sachant que pour P.aeruginosa
ATCC 27853, les 2 valeurs de CMI obtenues en milieu gélosé et bandelette sont identiques
suivant notre tableau de lecture. Par contre pour E.coli ATCC 25922 on a eu une inhibition a
une concentration plus faible que celle retrouvée en milieux gélosé, mais les 2 valeurs trouvées
sont comprises dans I’intervalle de validation établi par le comité de standardisation de

I’antibiogramme a I'échelle national .

On remarque aussi pour les souches de patients 13,14,15 qui sont des souches de
Pseudomonas aeruginosa que :
Pour les patients 13, 14 les valeurs de CMI trouvées en milieu gélosé et sur notre

bandelette sont identiques d'aprés notre tableau de lecture
Pour le patient 15, les valeurs de CMI ne sont pas identiques mais proches.

Sur notre bandelette, malgré la validité des CMI pour les souches de référence, ainsi que
les dilutions faites pour I’antibiotique, le probleme, majeur éventuellement, est une erreur de
manipulation lors de I’application du vernis car il suffit de ne pas appliquer bien les cloisons

sur une seule case seulement de la bandelette et le résultat sera fausse, ce qui rend la bandelette
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pas vraiment fiable. Et pour éviter le probléme de cloisons, on propose une autre alternative a
cette bandelette qui est la bandelette a spots.

111.2.2.2. La bandelette a spots

111.2.2.2.a. Test sur les souches de référence
On a tout d’abord testé la bandelette sur les souches de références avec la céfazoline et la
ciprofloxacine.

> La céfazoline

Figure 35: Résultat obtenu lors du test de la céfazoline avec la nouvelle bandelette sur E.coli
ATCC25922

Le résultat obtenu est de 0,97 pg/5ul qu’on peut considérer comme admis dans notre intervalle
dela4d

e Laciprofloxacine

Figure 36: Résultat obtenu lors du test de la ciprofloxacine avec la nouvelle bandelette sur
E.coli ATCC25922
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Le résultat obtenu est de 0,009 pg/5ul qui est admis dans I’intervalle souhaité.

Figure 37: Résultat obtenu lors du test de la ciprofloxacine avec la nouvelle bandelette sur
P.aeruginosa ATCC27853

Le résultat est de 0,15ug/5ul qui est aussi inclus dans I’intervalle voulu

Apreés avoir eu des résultats prometteurs sur les souches de références, et ayant constaté
plus de facilité en réalisant ces bandelettes a spots sachant que le risque d’erreur lors de la
réalisation des cloisons a été écarté, nous avons testé cette bandelette a spots a nouveau sur les
6 souches de patients restants (vu que 12/18 souches ont été contaminées) dont on dispose des
valeurs de CMI préalablement. Les 6 souches des patients sont: pour la céfazoline
(1,4,5,6,11,14) et pour la ciprofloxacine (1,6,10,13,14,15).

Toute fois 1’idéal aurait été de refaire a nouveau le test sur milieu gélosé mais le temps
nous a press¢, et nous avons opté pour I’utilisation des CMI sur milieu gélosé fait au départ. Ce

test de mesure de CMI sur milieu gélosé a été réalisé aussi sur les souches de référence.

111.2.2.2.b. Test sur les souches de patients

e Laceéfazoline
Pour les bandelettes réalisées sur cet essai, on a débuté par le spot 4 (élimination des
spots 1 a 3). Le spot 4 correspond a la concentration de 0,12lug/5ul. Cette démarche revient au
fait que toutes les valeurs recherchées sont au-dela de cette dilution, le résultat des CMI

obtenues est représenté dans les figures suivantes :
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Figure 38: Résultat obtenu avec la nouvelle bandelette de céfazoline sur E.coli ATCC25922

(CMI obtenue = 0,97 pg/5ul)
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Patient 1 (CMI obtenue= 0.97 pug/5ul) le patient 4 (CMI obtenue=1.95ug/5ul)

Patient 11 (CMI obtenue=0.97ug/5ul) Patient 14 (CMI obtenue=1.95ug/5pul)

Figure 39: Les différents résultats des CMI des souches de patients obtenues avec la
bandelette a spots pour la céfazoline
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Tableau XI1 : Les valeurs de CMI retrouvées pour la céfazoline avec la bandelette a spots ainsi
que les valeurs de CMI sur milieu gélosé

Céfazoline
Patients Milieu gélosé Bandelette a spots
1 1,95 0,97
4 3,906 1,95
5 1,95 0,97
6 1,95 1,95
11 1,95 0,97
14 3,906 1,95
E.coli ATCC 25922 1,95 0,97

e Laciprofloxacine

Les résultats obtenus sur les patients sont illustrés dans les figures suivantes :

E.coli ATCC25922(CMI =0.0097ug/5pl) P.aeruginosa ATCC27853(CMI=0.15ug/5pl)

Figure 40: Les résultats de CMI obtenus lors du test des souches de référence avec la
bandelette a spots pour la ciprofloxacine
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Patient 14(CMI=0.078ug/5ul) Patient 15(CMI=0.078ug/5pul)

Figure 41: Les différents résultats des CMI des souches de patients obtenues avec la
bandelette a spots pour la ciprofloxacine
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Tableau XI11: Valeurs de CMI retrouvées pour la céfazoline avec la bandelette a spots ainsi
que les valeurs de CMI sur milieu gélosé

Ciprfloxacine

Patients Miilieu gélosé Bandelette a spot

pg/ml pg/sul

1 0,048 0,039

0,048 0,019

10 0,09 0,039
13 0,19 0,15

14 0,09 0,078

15 0,19 0,078

E.coli ATCC 25922 0,024 0,0097
P.aeruginosa ATCC27853 0,19 0,15

Pour la céfazoline et la ciprofloxacine, les souches de référence ont été validées pour

cette bandelette a spots.

Pour les patients, on a eu des résultats satisfaisants qui sont d’ailleurs proches de ceux

trouvés sur le milieu gélosé comparé a I'ancienne bandelette (cloisonnée).

111.2.2.3. Comparaison entre les résultats obtenus sur I’ancienne et la

nouvelle bandelette avec le milieu gélosé

111.2.2.3.a La céfazoline

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau XIV: Résultats obtenus sur le milieu gélosé, I'ancienne bandelette et la nouvelle
bandelette pour la céfazoline

Céfazoline
Patients Milieu gélosé Ancienno:e bamilelette Nouvel!e bandelette
( cloisonnée) ( a spots)
1 1,95 0,97 0,97
4 3,906 1,95 1,95
5 1,95 0,48 0,97
6 1,95 0,97 1,95
11 1,95 0,97 0,97
14 3,906 0,97 1,95
E .coli ATCC 25922 1,95 0,48 0,97

D’apres le tableau, on remarque une nette amélioration des résultats obtenus sur notre
nouvelle bandelette. Les valeurs de CMI sont vraiment tres proches de ceux obtenues sur le
milieu gélosé.

On vient confirmer cela avec le test de Student qui fournit les résultats suivants :
Différence entre milieu gélosé et I’ancienne bandelette est significative (p=0,023<0,05).

Différence entre milieu gélosé et nouvelle bandelette est non significative (p=0,063>0,05).

111.2.2.3.b. La ciprofloxacine

Tableau XV: Résultats obtenus sur le milieu gélosé , I'ancienne bandelette et la nouvelle
bandelette pour la ciprofloxacine

Ciprofloxacine

Patients Milieu gélosé Anciennfe banc'ielette Nouvel!e bandelette
( cloisonnée) ( a spots)

1 0,048 0,0048 0,039

0,048 0,0027 0,019

10 0,09 0,0097 0,039

13 0,19 0,15 0,15

14 0,09 0,078 0,078

15 0,19 0,078 0,078

E. coli ATCC 25922 0,024 0,004 0,0097
P.aeruginosa 0,19 0,15 0,15

ATCC27853
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Comme constaté préalablement pour la céfazoline, la bandelette en spots donne des
résultats relativement plus précis que la bandelette cloisonnée. Le test de student donne les

résultats suivant :

Différence entre milieu gélosé et bandelette cloisonnée est significative (p=0,012<0,05)
Différence entre milieu gélosé et bandelette a spots est légerement significative
(p=0,041<<0,05).

On remarque que pour la Céfazoline, la différence entre le milieu gélosé et la bandelette
a spots n’est pas significative, par contre, pour la ciprofloxacine elle est légérement
significative.

Ceci est di a ’erreur commise lors de la réalisation des dilutions pour le milieu gélosé
pour la ciprofloxacine, sachant que 12ug/ml (milieu gélosé) correspondait a 10ug/5ul sur la

bandelette a spots.

En appliquant le test de student pour comparer entre le milieu gélosé, ancienne et
nouvelle bandelette on constate que pour les 2 antibiotiques, la valeur des CMI entre le milieu
gélosé et notre bandelette a spots est plus significative

En ajoutant a cela que le risque d’erreur lors de I’application du vernis pour faire des
cloisons est éliminé.

L’hypothese €émise précédemment est considérée comme validée et c’est pour cela
qu’on pense que la nouvelle bandelette nous permet d’apporter des résultats plus précis pour la

mesure de la CMI.

Ayant considéré que la bandelette a spots est plus ou moins fiable, nous avons décidé
de faire une sorte de comparaison des moyennes des CMI retrouvées avec d’autres études.

Pour la céfazoline, avec les entérobactéries, la moyenne est egale a 1,39 pg/ml ce qui
concorde avec 1’étude de Chuang en 2016 ou il a trouvé la moyenne inférieure a 2 pg/ml.

Pour ce qui est de la ciprofloxacine vis-a-vis de P.aeruginosa, la CMI est de 0,15 pg/ml.
Grillon et son équipe en 2017 ont trouvé dans leur étude une CMI = 0,19 ug/ml, ce qui concorde

aussi avec notre étude.
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Conclusion

Au Bout de ce travail nous avons réalisé que la résistance est en montée fulgurante
particuliérement pour ce qui est des entérobactéries face a I’ampicilline et ’amoxicilline. Le
fait d’avoir mis en évidence la résistance des bactéries envers les antibiotiques et surtout qu’il
reste une gamme restreinte de ceux-la encore efficace, devrait inciter le personnel de santé a ne
pas prescrire un antibiotique sans connaitre la dose exacte efficace pour le patient.

La CMI intervient en donnant une information sur la concentration minimale
inhibitrice d’un antibiotique envers la bactérie. Chaque laboratoire devrait fournir cette
information. Mais vu que la méthode de dilution sur milieu gélosé est fastidieuse et longue,
ainsi que la cherté et I’innascibilité de I’E-test, ceux-ci ne sont pas pratiqués en routine pour la
mesure de la CMI.

C’est a ce niveau que nous pouvons introduire notre bandelette a potentiel de
remplacement de I’E-test, qui pourrait étre d’une aide considérable pour les laboratoires.

La conception des bandelettes nous a permis de réaliser que le deuxiéme modele (bandelette a
spots) était plus performant et fiable pour la mesure de la CMI.
Il faut noter que cela nécessite encore plus de test pour vraiment valider cette bandelette. Mais
les résultats obtenus jusque-la semblent étre prometteurs.

Ayant été testée et validée sur deux antibiotiques qui sont la Céfazoline et la
ciprofloxacine, il est nécessaire d’une part de reprendre ce travail pour valider d’avantage
I’utilisation de la bandelette a spots et d’autre part de retester celle-ci sur d’autres antibiotiques

particulierement ceux a réponse intermédiaire.
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Annexe | : Matériel non biologique

1. Appareils

Figure 1 : Autoclave (Originale) Figure 2 : Etuve d’incubation (Originale)

Figure 3 : Spectrophotométre Figure 4. Etuve pour sécher les géloses

(Originale) (Originale)
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2. Matériel utilisé pour la conception de la bandelette

Tableau 1 : Tableau résumant le matériel utilisé pour la conception des disques d’antibiotiques

et de la bandelette

Outils de o Milieux de _
i Outils utilisé N Autres produits
- Micropipette - Papier - Gélose - Eau physiologique
de 1000ul buvard Muller- stérile
- Micropipette - Ciseaux Hinton - Antibiotiques
de 10ul - Régle (MH) (céfazoline,
- Micropipette - Vernis - Gélose ciprofloxacine,
de 5ul - Machine nutritive imipenéme,
- Seringues a ceillets - Gélose gentamicine,
- Tube en verre Uriselect augmentin)
- Tubesen

verre de 20ml

- Tubes secs

- Pipette
graduée de
5ml

- Pieda
coulisse

- Pince
métallique

- Becde

Benzen
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Figure 5 : Les antibiotiques utilisés

I
Ciprofioxacine

Figure 6 : Appareil a ceillets

Annexe Il : Tableaux tirés du livre de standardisation des tests de

sensibilité des antibiotiques a I’échelle nationale, 8¢me édition, Avril 2022

Tableau 11 : Tableau scanné montrant les charges des disques d’antibiotiques les valeurs

limites des diamétres des zones d’inhibition pour les souches de référence utilisées pour le

contrdle de qualité

Charge des E coll S. aureus 1 s. . Infie

e 4:::» ATCC 28922 ATCC 25823 iggm A:”c'cum? .:ncc«w \ “.;'tcum.
Amikacine 0ug 1926 2026 18-26 ! ot | =
Amoxciliine + Ac davulanique 20/ 0ug 1824 2836 -— — 1523 -
Ampciline 10pg 16-22 2735 - 3036 1321 =
Azthromyone 1509 - 2126 - 1926 1321 =
Ac nalidixique 3009 2228 — - - — -
Adtréonam 30pg 28-3% - 2329 - 30-38 -
Cafazokne g 241 2835 - - - -
Céfalatine g 1521 2937 — 263 - -
Céfoxtine pg 232 229 - 3341 - -
Céfotaime 30pg 2935 253 1822 9 n 3848
Céfiaxone 0pg 29-35 2.8 1723 - - 3851
Cefazidime 30pg s - 229 - 213 354
Ciprofloxacne Sug Jo40 230 2533 - 42 4858
Colistine 10pg 147 - 147 - -_— —
Chioramphencol 3049 227 1926 - 22 3140 -
Clindamycine 29 - 2430 — 1925 o= o=
Doxycycline 049 18:24 329 - 2634 - =
Ertipénéme 104g 2026 %43 1321 28.35 2028 =
Enytheomycine 1509 — 23 —_ 2530 - =
Fosfomycine 20009 230 53 = . — - a3
Furanes 30049 2025 18-2 - San - =




Annexes

Tableau 111 : Tableau scanné des valeurs limites des concentrations minimales inhibitrices

(CMI en ug/ml) pour les souches de référence utilisées pour le contréle de qualité

ves S.avreus Efascalis Ecoli A
o ATGC 29213 ATCC 29212 ATCC 25822 ::L?nmrs: srrmm
Netimicne 0.25 415 0,51 058 N
Chioramphorscal 216 16 24 - | 2 0.2-5»1
e 0.12:4 14 0016:0,12 W | 0016006
Ciprofloxacine 01205 0,252 0,004-0,016 01241 - u.oow.oa
Levofioxacine 0.06-0.5 0,252 0,008-0,06 0,54 052 o.oo&vo:
Doxycychne 01205 2-8 052 - 0,016-0,12 &
Tetracycine | 0,121 832 052 832 0,06-05 32
Minocydine 0.060.5 14 0,251 S = =
Tigecycine I 003025 0,03-0,12 - 063025 - 0,0160.12 00605
Cotrimaxazole \ <0 585 0 505 0 505 8/152-32/608 012241119 0,030.56-0.254,75
Erytvomycne l 0,251 14 - - 003012 -
Cindamycne 0,060,25 416 - - 0030,12 -
Aztttromyane ‘ 052 - - - 006-0.25 14
Qunupnstineidatiopnstne ‘ 0.2541 28 - P 0251 24
Quantrvomyone ' 01205 - - - A 0.030.12 ik
Fosfomyane 0,54 ‘ 12.128 052 22 ¥ - -
Cokstne - |‘ - o.z.:zh ou@: g 8 - - =

Tableau 1V : Tableau scanné des valeurs limites des concentrations minimales inhibitrices

(CMI en ug/ml) pour les souches de référence utilisées pour le controle de qualité

Antibiotiques s.auleu.i E.hacI - Ec;M o P.aeruginosa S.pneumoniae \ H.influenzae
ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 49619 ATCC 49247
Pénicilline 0,252 14 - - 0,251 \ =
Ampicilline 0,5-2 0,5-2 2-8 - 0,06-0,25 \ 2-8
Amoicilline - = - — 0,03-0,12 l =
Amox/acclav 0,12/0,06-0,5/0,25 0,25/0,12-1/0,5 2/1-8/4 -_ 0,03/0,016-0,12/0,06 2/1-16/8
Tic/ acclav 0,5/2-212 16/2-64/2 4/2-16/2 8/2-32/2 _ —
Cefoxitine 14 - 2-8 - — =
Aztreonam — S 0,06-0,25 2-8 — 0,12-0.5
Cefotaxime 14 —_— 0,03-0,12 8-32 0,03-0,12 0,12-0,5
Ceftriaxone 1-8 — °0,03-0,12 8-64 0,03-0,12 0,06-0,25
Cefazoline 0,25-1 - S 14 - —_ -
Ceftazidime 4-16 —-— 0,06-0,5 1-4 —_ 0,121
Cefepime 1-4 - 0,016-0,12 0,54 0,03-0,25 0,52
Ertapénéme 0,06-0,25 4-16 0,004-0,016 0,03-0,25 —
Imipénéme 0,016-0,06 0,5-2 0,06-0,25 0,03-0,12 —
Meropénéme 0,03-0,12 2-8 0,008-0,06 a 0,03-0,25 -
Doripénéme 0,016-0,06 1-4 0,016-0,06 [ 0,03-0,12 ==
Oxacilline 0.12-0,5 8-32 —-_— — -— —
Vancomycine 05-2 ] 1-4 - - 0,12-0,5 =
Teicoplanine 0,25-1 0,25-1 —_ —_ _\- S
Amikacine 14 64-256 0,5-4 14 —_ =
Gentamicine 0.12-1 4-16 0,25-1 0,5-2 - -
Tobramycine 0,12-1 8-32 0,25-1 0,25-1 - ’_’:’
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Tableau V : Tableau scanné montrant le schéma pour la préparation des dilutions

d’antibiotiques
Etape Concentration ATB Diluant Concentration Concentration
(ug/ml) (ml) (ml) intermédiaire finale dans la
gélose (ug/ml)
Solution mere 5120 5120
1 5120 2 2 2560
2 5120 1 3 1280 128
3 5120 1 7 640 64
4 640 2 2 320 32
5 640 1 3 160 16
6 640 1 7 80 8
7 80 2 2 40 a
8 80 1 3 20 2
9 80 1 7 10 1
10 10 2 2 5 05
1 0 1 3 2,5 0.25
12 19 1 7 1,25 0.125

Annexe I11 : Analyse et résultats statistiques

Tableau VI : Effectif de I’infection urinaire selon 1’age et le sexe

Breakdown Table of Descriptive Statistics
M=250 (Mo missing data in dep. var. list)

Sexe |Age| Age Age Age Age Age

M | Means |[Std.Err | Median | Minimum | Maximum
Fém 196/ 429 1,8 40,5 017 91.0
Mas 54 465 4.4 62.0 0,08 660

All Grps 1 250 437 1.7 44 5 0.08 31.0
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Tableau VII : Réponses des souches d'entérobactéries aux divers antibiotiques

Summary Frequency Table Entérobactéries
Marked cells have counts = 4
{(Marginal summaries are not marked)
Entéro Row

S R Totals

Count Ampiciline 47 154 201

Row Percent 23.38%  7H.62%

Count Amoxicilline a7 154 201

Row Percent 23.368%  7H.62%

Count Amaox+ac.clavulanigue 115 a6 201

Row Percent AT 21% 42 79%

Count céfazoline 124 76 200

Row Percent G2 00%  35.00%

Count Céfalexine 124 76 200

Fow Percent 62 00%  35.00%

sCount Cefuroxime 140 61 201¢

Fow Percent 69.65%  30.358%

Count Cefixime 174 26 200

Row Percent 87.00% 13.00%

Count Cefotaxime 175 25 200

Row Percent a7.50% 12.50%

Count Ceftriaxone 178 23 201

Row Percent 88.56%  11.44%

Count Cefoperazone 177 24 201

Row Percent 858.06%  11.94%

Count Gentamicine 178 23 201

Row Percent G58.56%  11.44%

Count Amikacine 200 1 201

Row Percent 99 50%  0.50%

Count Colistine 194 T 201

Row Percent _ 96 62% 3 48%

Tableau V111 : 2°™ partie du tableau de Réponses des souches d'entérobactéries aux divers

antibiotiques

Summary Frequency Table
Marked cells have counts = 4
(Marginal summaries are not marked)
Entéro Row
5 R Totals
Count Ac.nalidixigue 116 L) 201
Row Percent A7 7T1% 42 29%
Count Pefloxacine 139 62 201
Row Percent 69.15% 30.85%
Count Ciprofloxacine 170 29 199
Row Percent 85 43% 14 .57%
Count Cotrimoxazole 112 aa 200
Row Percent 56.00%  44.00%
Count Imipenem 201 0 201
Row Percent 100.00% 0,00%
Count nitrofurantoine 126 74 200
Row Percent 63.00% 37.00%
Count Fosfomycine 184 16 200
Row Percent 92.00%  8.00%
Count All Grps 2921 10900 4011
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Tableau VI : La sensibilité aux antibiotiques en fonction des différents germes des
entérobactéries

Summary Frequency Table
Marked cells have counts = 4
(Marginal summaries are not marked)
Germe Rep Rep Row
S R Totals
Count E. coli 2435 817 3252
Row Percent 74.868% | 25,12%
Count Proteus mirabilis 111 49 160
Row Percent 69.38% | 30.63%
Count K. prneumoniae 375 224 599
Row Percent 62.60% | 37.40%
Count All Grps 2521 1080 || 4011

Tableau 1X : Réponse des Staphylococcus spp en fonction des différents germes

Summary Freguency Table
Marked cells have counts = 4
(Marginal summaries are not marked)
Germe Rép Reép || Row
R 3 Totals
Count 3. saprophyticus | 23 249 112
Row Percent 20,54%| 79 46%
Count 3. aureus g 47 56
Row Percent 16,07% 83,93%
Count All Grps 32 136 168




